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1.1 Die Famil ie der Arenaviridae 
Die Familie der Arenaviridae umfasst derzeit mehr als 20 verschiedene Virusspezies [1], 
die aufgrund ihres geographischen Vorkommens sowie serologischer Merkmale und 
phylogenetischer Unterschiede in Altwelt- und Neuwelt-Arenaviren eingeteilt werden [2-4]. 
Zu den Altwelt-Arenaviren, die in Afrika, Europa und Asien verbreitet sind, gehören unter 
anderem das Lassa-Virus (LASV), das nah verwandte Mopeia-Virus (MOPV) sowie das 
prototypische lymphozytäre Choriomeningitis Virus (LCMV). Die bekanntesten Vertreter 
der in Südamerika vorkommenden Neuwelt-Arenaviren sind das Tacaribe-Virus (TACV), 




Abbildung 1.1: Geographische Verteilung der Altwelt- und Neuwelt-Arenaviren. 
 
Die geographische Verbreitung der verschiedenen Arenavirusspezies ist eng an das 
Vorkommen der jeweiligen natürlichen Wirtstiere gebunden. Mit Ausnahme des TACV, 
dessen natürliches Reservoir Fledermäuse der Gattung Artibeus darstellen, beschränkt 
sich das Wirtstierspektrum der restlichen Arenaviren auf verschiedene Nagtierspezies [5].  
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Der Name der Arenaviren leitet sich von dem lateinischen Wort arena (Sand) ab und ist 
auf die im Elektronenmikroskop körnig oder sandig erscheinenden Viruspartikel 
zurückzuführen (Abbildung 1.2). Diese granuläre Struktur ergibt sich vermutlich durch die 




Abbildung 1.2: Elektronenmikroskopische Aufnahme von LASV-Partikel [8]. 
 
Die Viren innerhalb der Arenaviridae zeichnen sich durch ein segmentiertes 
einzelsträngiges RNA-Genom mit negativer Orientierung aus. Aufgrund der 
phylogenetischen Charakteristika sind die Arenaviren eng mit den Familien anderer 
segmentierter Negativstrang-RNA-Viren, wie den Bunyaviridae und Orthomyxoviridae, 
verwandt [9]. Als natürliches Reservoir dienen fast ausnahmslos Nagetiere [5]. 
Ausgehend von diesen Tieren ist auch eine Übertragung auf den Menschen möglich, 
wobei aber die Mehrheit der Arenaviren nicht mit einer Erkrankung des Menschen 
assoziiert ist. Zu den humanpathogenen Vertretern zählen die Altwelt-Arenaviren LCMV, 
LASV und Lujo-Virus (LUJV) sowie die Neuwelt-Arenaviren JUNV, MACV, Guanarito-
Virus (GTOV) und Sabia-Virus (SABV), die zum Teil schwere Hämorrhagien hervorrufen 
können. Angesichts der hohen Pathogenität und einer möglichen Mensch-zu-Mensch-
Übertragung erfolgt der Umgang mit diesen Arenaviren ausschließlich in Laboren der 
höchsten biologischen Sicherheitsstufe 4. 
 
1.2 Phylogenese der Altwelt-Arenaviren 
Die evolutionäre Verwandtschaft lässt sich durch phylogenetische Analysen vorhersagen. 
Die molekulare Phylogenie basiert auf einem Vergleich von Amino- und 
Nukleinsäuresequenzen. Während die Neuwelt-Arenaviren in drei genetische Gruppen (A, 
B, C) eingeteilt werden, existiert für die enger verwandten Altwelt-Arenaviren keine 
weitere genetische Gruppierung (Abbildung 1.3). Die phylogenetische Analyse der 
Verwandtschaft unter den Arenaviren stellt LUJV als basales Altwelt-Arenavirus dar. 
LASV ist enger mit MOPV verwandt als mit LCMV [10-12]. Es wird vermutet, dass das 
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Verwandtschaftsverhältnis der Arenaviren mit dem der Wirtstiere korreliert [3, 13]. 
Während LASV und MOPV aus Mastomys natalensis isoliert wurden, ist das Wirtstier von 




Abbildung 1.3: Phylogenie der Altwelt-Arenaviren. Die Analyse basiert auf einem Vergleich partieller 
Gensequenzen der L-Proteine (modifiziert nach de Bellocq et al., 2010 [12]). Die in der vorliegenden Arbeit 
untersuchten Viren sind grau hinterlegt. 
 
1.3 Das Lassa-Virus 
Das LASV wurde erstmals 1969 im Zusammenhang mit einer hämorrhagischen 
Fiebererkrankung dreier Missionarinnen während eines Aufenthaltes in dem Ort Lassa im 
Nordosten Nigerias beschrieben [6, 16-19]. Das klassische Endemiegebiet des Lassa-
Fiebers erstreckt sich über die westafrikanischen Länder Sierra Leone, Guinea, Liberia, 
Mali und Nigeria [20-24]. Allerdings lässt der Nachweis von Antikörpern in der 
Bevölkerung und ein nach Deutschland importierter Fall im Jahr 2000 vermuten, dass das 
LASV auch in weiteren Regionen Westafrikas wie Ghana, Burkina Faso oder der 
Elfenbeinküste endemisch ist [25]. Für das gesamte Endemiegebiet Westafrikas werden 
pro Jahr 100.000-300.000 Neuinfektionen angenommen, von denen schätzungsweise 
70% klinisch inapparent verlaufen. Die Seroprävalenz der Bevölkerung gegen das LASV 
liegt in hoch endemischen Gebieten bei 55% [21, 26-28].  
Der natürliche Wirt des Lassa-Virus ist die Vielzitzenratte (Mastomys natalensis), die in 
engem Kontakt zur Bevölkerung lebt und das Virus auf den Menschen überträgt. Die 
Übertragung erfolgt über virushaltige Exkremente der Vielzitzenratte in Form von 
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Aerosolen sowie durch kontaminierte Nahrungsmittel oder Gegenstände. Ein hohes 
Infektionsrisiko besteht auch beim Jagen, Töten und Verzehren des Tieres [5, 27] 
Die Letalitätsrate bei LASV-Infektionen beträgt 1% bis 15%. Deutlich höhere 
Sterblichkeitsraten von bis zu 65% werden während nosokomialer Epidemien beobachtet. 
Diese sind meistens durch schlechte Hygieneverhältnisse bedingt, wobei die Mensch-zu-
Mensch-Übertragung durch direkten Kontakt mit virushaltigen menschlichen 
Körperflüssigkeiten erfolgt [6, 22, 29, 30]. Für Schwangere und deren Föten, 
insbesondere im letzten Trimenon, ist eine Lassa-Fieber Infektion mit einer erhöhten 
Letalität verbunden [30]. 
Das klinische Bild einer LASV-Infektion ist sehr variabel und reicht von einer 
asymptomatischen Infektion bis hin zu einer schweren mit Blutungen einhergehenden 
Fiebererkrankung. Insbesondere die initiale Phase des Lassa-Fiebers, geprägt von 
unspezifischen grippeähnlichen Symptomen, ist nur schwer von anderen febrilen 
Erkrankungen wie Malaria oder Gelbfieber zu differenzieren [31]. 
Nach einer Inkubationszeit von 1-3 Wochen beginnt das Lassa-Fieber mit allgemeinem 
Unwohlsein, Fieber, Kopfschmerzen und Muskelschmerzen [31]. Im weiteren Verlauf 
folgen häufig gastrointestinale Beschwerden wie Bauchschmerzen, Erbrechen und 
Durchfall. Typisch sind auch trockener Husten verbunden mit retrosternalen Schmerzen 
sowie sehr starke Halsschmerzen. Nicht selten klagen die betroffenen Personen über 
Rücken- und Gelenkschmerzen [31]. Im Falle eines milden Krankheitsverlaufes setzt die 
Genesung bei der Mehrzahl der Patienten durchschnittlich nach 2 bis 3 Wochen ein [32]. 
Von diesen leiden mehr als 30% an einem uni- oder bilateralen Hörverlust als Spätfolge 
der Infektion [33]. Alternativ kann das Lassa-Fieber in ein prognostisch schlechtes 
Stadium übergehen, in dessen Verlauf es häufig zur Entwicklung von Gesichts- und 
Halsödemen, Blutungsneigung sowie neurologischen Komplikationen kommt. Der Tod, 
hervorgerufen durch allgemeines Kreislaufversagen und Schock, tritt bei 15-20% der 
Erkrankten etwa 12 Tage nach Krankheitsbeginn ein [30]. Die genaue Pathogenese des 
Lassa-Fiebers ist unklar. Es wird jedoch vermutet, dass immunpathologische Prozesse 
maßgeblich verantwortlich sind [34]. 
Die Therapie mit dem virostatisch wirkenden Nukleosidanalogon Ribavirin (1-beta-D-
Ribofuranosyl-1,2,4-triazole-3-carboxamide) ist mit einer deutlichen Senkung der 
Sterblichkeitsrate von 75% auf 9% verbunden, insbesondere wenn es innerhalb der 
ersten sechs Tage nach Krankheitsbeginn verabreicht wird [35]. Allerdings ist der genaue 
Wirkmechanismus von Ribavirin bislang ungeklärt. Bedingt durch die lange 
Inkubationszeit von bis zu 3 Wochen wurden wiederholt Lassa-Fieber-Fälle nach Europa 
importiert. Selbst eine optimale intensivmedizinische Behandlung war nicht immer 
lebensrettend [36]. In Tierversuchen konnte gezeigt werden, dass die Vaccinia-Virus 
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basierte Expression von LASV spezifischen Proteinen und auch die Immunisierung mit 
dem apathogenen MOPV vor einer LASV-Infektion schützt. Ein Impfstoff für den 
Menschen steht gegenwärtig nicht zur Verfügung [37-42]. 
 
1.4 Das Mopeia-Virus 
Das MOPV wurde erstmals 1977 beschrieben. Der natürliche Wirt ist Mastomys 
natalensis [15]. Die geographische Verbreitung des Virus beschränkt sich auf die 
ostafrikanischen Länder Mozambique und Zimbabwe [15, 43]. Im Gegensatz zum 
afrikanischen Verwandten LASV ist es nicht mit einer Erkrankung des Menschen 
assoziiert und in Tiermodellen apathogen [44, 45]. Tierversuche zeigten, dass eine 
vorhergehende MOPV-Infektion vor einer Infektion mit LASV schützt [46]. Ferner können 
die Genom-Segmente zwischen LASV und MOPV nach Ko-Infektion reassortieren. Dabei 
entstehen vermehrungsfähige Reassortanten. Die Variante ML29 erwies sich im 
Tiermodell als geeigneter attenuierter Lebendimpfstoff gegenüber Lassa-Fieber [41, 47]. 
 
1.5 Das lymphozytäre Choriomeningitis-Virus 
Als erstes Arenavirus wurde das lymphozytäre Choriomeningitis Virus (LCMV) 1933 von 
Armstrong und Lillie beschrieben. LCMV ist durch seinen Wirt, die Hausmaus (Mus 
musculus ssp.), weltweit verbreitet. Infizierte Tiere scheiden das Virus über Speichel, 
Nasalsekrete, Urin, Milch, Faeces und Sperma aus. Über Aerosole, kontaminierte 
Nahrungsmittel oder Verletzungen der Haut kann LCMV auf den Menschen übertragen 
werden. Dabei können infizierte Hamster oder Meerschweinchen als Zwischenwirte 
auftreten. Mensch-zu-Mensch-Übertragungen sind ausschließlich bei Organtrans-
plantationen oder der intrauterinen diaplazentaren bzw. kongenitalen Weitergabe von der 
Mutter auf das Kind bekannt [48-51].  
Das häufigste klinische Bild einer LCMV-Infektion ist eine milde, fiebrig verlaufende, 
aseptische Meningitis, die nur in seltenen Fällen zum Tod führt [51]. Nach einer 
Inkubationszeit von 5 bis 13 Tagen treten unspezifische grippeähnliche Symptome wie 
Fieber, Kopf- und Muskelschmerzen, Übelkeit und Erbrechen auf, die meist nach einigen 
Tagen verschwinden. Bei sehr wenigen Patienten entwickeln sich anschließend 
meningeale Symptome, wie Nackensteifigkeit, Fieber, Kopf- und Muskelschmerzen sowie 
Schwäche. Einige Patienten entwickeln eine Meningoencephalitis, die mit deutlichen 
neurologischen Zeichen wie Verwirrtheit, Schläfrigkeit sowie sensorischen und 
motorischen Störungen einhergeht. Innerhalb von 21 Tagen heilt die Erkrankung aus. Bei 
Beteiligung des zentralen Nervensystems sind temporäre oder permanente 
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Schädigungen möglich [51]. Eine LCMV-Infektion von Schwangeren ist stark 
fruchtschädigend und führt entweder zum Tod des Fötus oder zu schweren 
Behinderungen des Neugeborenen [52-54]. Die Letalität der LCMV-Infektion liegt bei 
unter einem Prozent [51]. Einige tödlich verlaufende LCMV-Infektionen wurden durch 
infizierte transplantierte Organe verursacht [48, 49]. Die Behandlung erfolgt lediglich 
symptomatisch und unterstützend. Ribavirin wird nicht routinemäßig eingesetzt. 
LCMV ist das Prototypvirus der Arenaviren. Es steht im Mittelpunkt der immunologischen 
Grundlagenforschung und wird zur molekularen Charakterisierung von arenaviralen 
Replikationsprozessen genutzt. Die ersten reversen Genetiksysteme für Arenaviren 
basieren auf LCMV [55-58]. Ebenso wird es als Surrogat für humane LASV-Infektionen in 
Affen und Meerschweinchen verwendet [59-61]. 
 
1.6 Morphologie der Arenaviren 
Arenaviren sind umhüllte Viren, deren Doppellipidschicht aus der Zytoplasmamembran 
der Wirtszelle hervorgeht. Die Viruspartikel haben überwiegend eine sphärische Gestalt 
mit einem Durchmesser von 62-150 nm (Abbildung 1.4) [62]. In die Hüllmembran sind die 
Glykoproteine GP-1 und GP-2 eingelagert, die über nicht-kovalente Bindungen 
miteinander interagieren [63]. Die homotrimeren oder -tetrameren Komplexe sind im 
elektronenmikroskopischen Bild als Spikes auf der Virusoberfläche sichtbar [63, 64]. Im 
Inneren der Viruspartikel befinden sich die beiden viralen RNA-Genomsegmente, die über 
ihre gesamte Länge von zahlreichen Kopien des Nukleoproteins (NP) umhüllt sind und so 
das Nukleokapsid bilden [65, 66]. Durch Assoziation mit dem L-Protein, das die virale 
RNA-abhängige RNA Polymerase beinhaltet, entsteht der replikationskompetente 
Ribonukleoproteinkomplex (RNP). Des Weiteren ist das Z-Protein im Virion lokalisiert. 
Während der Morphogenese des Virus werden zudem Ribosomen der Wirtszelle 





Abbildung 1.4: Schematischer Aufbau eines Arenaviruspartikels. In der Hüllmembran sind die als 
Homotrimer oder -tetramer vorliegenden Glykoproteinkomplexe, bestehend aus den Untereinheiten G1 und 
G2, verankert. Das einzelsträngige bisegmentierte RNA-Genom negativer Orientierung (S und L) ist mit dem 
L-Protein (RNA-abhängige RNA Polymerase) und mehreren Kopien des Nukleoproteins (NP) assoziiert 
(Modrow & Falke, 1998). 
 
1.7 Genomaufbau und Repl ikationszyklus 
Das Genom aller Arenaviren besteht aus zwei einzelsträngigen RNA-Segmenten 
negativer Orientierung (-ss RNA). Auf beiden Segmenten sind je zwei Gene in 
entgegengesetzter, nicht überlappender Orientierung lokalisiert (ambisense-
Kodierungsstrategie) [68]. Das kleine S-Segment (small) mit einer durchschnittlichen 
Länge von 3,4 Kilobasen (kb) kodiert für den Glykoproteinvorläufer (prä-GPC) in positiver, 
sowie für das Nukleoprotein (NP) in negativer Orientierung. Das L-Segment (large) hat 
eine mittlere Größe von 7 kb und kodiert in positiver Orientierung für das Matrixprotein Z, 
während das Gen für das L-Protein negativ orientiert ist (Abbildung 1.5 A). Die Gene 
jedes RNA-Segmentes werden durch eine charakteristische nicht-kodierende GC-reiche 
Intergenregion (IGR) voneinander separiert [68, 69]. Zwischen den Arenavirusspezies 
weist die IGR erhebliche Sequenzunterschiede auf. Bedingt durch ihre stabile, eine oder 
zwei Haarnadelschleifen ausbildende Sekundärstruktur spielt die IGR vermutlich eine 
Rolle als transkriptionelles Terminationssignal [70-72]. Von entscheidender funktioneller 
Bedeutung sind auch die terminalen 19 Nukleotide (nt) der untranslatierten Regionen 
(UTRs) an den 5’- und 3’-Enden beider RNA-Segmente. Diese Sequenzabschnitte sind 
innerhalb der Arenaviren hochkonserviert und bilden den viralen Promotor zur Initiation 
der Transkription und Replikation durch die virale Polymerase [73, 74]. Aufgrund revers-
komplementärer Sequenzen können die Termini eines Segmentes miteinander 
hybridisieren, wodurch die RNA-Segmente eine zirkuläre Form einnehmen [65, 75]. Mit 
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Ausnahme der terminalen 19 Nukleotide ist die Sequenz der restlichen UTR-Bereiche 
innerhalb der Arenaviren hochvariabel und die funktionelle Bedeutung für den 
Replikationszyklus gegenwärtig unbekannt. Bei verschiedenen Arenaviren wurde am 5’-
Ende der genomischen und antigenomischen RNA ein zusätzliches nicht-kodiertes 
Guanosintriphosphat gefunden [69, 76, 77].  
Die regulatorischen Elemente IGR sowie 5’- und 3’-UTR des viralen Genoms stellen die 
cis-aktiven Komponenten, das NP und L-Protein die trans-aktiven Faktoren der RNA-
Synthese dar. Zusammen bilden sie den RNP-Komplex und sind für die Replikation und 
Transkription essentiell [55, 78, 79]. 
Der Replikationszyklus von Arenaviren findet im Zytoplasma der infizierten Wirtszelle 
statt. Die Aufnahme des Virions erfolgt nach Bindung des Glykoproteinkomplexes an den 
zellulären Rezeptor α-Dystroglycan (Alt-Welt Arenaviren) oder den Transferrin Rezeptor 1 
(Neuwelt-Arenaviren) durch Endozytose [64, 80, 81]. Durch die Fusion der viralen und 
zellulären Membran wird der virale RNP-Komplex in das Zytoplasma der Wirtszelle 
entlassen. Vermittelt durch das L-Protein katalysiert dieser Komplex an der genomischen 
RNA die Synthese eines komplementären Antigenoms, welches wiederum als Matrize zur 
Bildung genomischer RNA dient. Aufgrund der ambisense Orientierung der Gene dienen 
sowohl die genomische als auch die antigenomische RNA als Matrize für die Transkription 
viraler mRNAs (Abbildung 1.5 B). Die Transkripte besitzen eine 5’-Cap-Struktur, sind 
jedoch nicht polyadenyliert [82, 83]. Der Cap-Struktur folgen vier bis sieben nicht-
viruscodierte Nukleotide. Dies lässt vermuten, dass Arenaviren in einem als cap-snatching 
bezeichneten Prozess die Cap-Strukturen zellulärer mRNAs entfernen und zur Initiation 
der eigenen Transkription verwenden. Die Translation der viralen Transkripte erfolgt an 
den Ribosomen der infizierten Wirtszelle. 
Der Zusammenbau und die Freisetzung neuer Viruspartikel an der Oberfläche der 
Wirtszelle erfordert neben der korrekten Prozessierung des prä-GPC in GP-1 und GP-2 






Abbildung 1.5: Schematische Darstellung der Genomorganisation und Genexpression der Arenaviren. 
(A) Das Genom der Arenaviren besteht aus zwei einzelsträngigen RNA-Segmenten negativer Orientierung. 
Die Gene werden in gegenläufiger Orientierung kodiert (ambisense-Kodierung). Die L-RNA kodiert für das 
Matrixprotein Z und das L-Protein (L). Die S-RNA kodiert für den Glykoproteinvorläufer (GP) und das 
Nukleoprotein (NP). (B) Ambisense-Expressionsstrategie am Beispiel der S-Gen-RNA. Die mRNA-Synthese 
des in negativer Orientierung kodierten NP und L-Proteins erfolgt direkt von der genomischen RNA, während 
prä-GPC und Z-Protein vom Antigenom transkribiert werden. Im Verlauf der Replikation dient das Antigenom 
auch als Matrize zur Synthese genomischer RNA. 
 
1.8 Die viralen Proteine  
1.8.1 Das Glykoprotein 
Das Glykoprotein der Arenaviren wird als 70 bis 80 kDa großes, unreifes Vorläuferprotein 
(prä-GPC) synthetisiert. Durch die zelluläre Protease SKI-1/S1P erfolgt die 
posttranslationale Prozessierung in das N-terminale GP-1 (44 kDa) und das C-terminale 
GP-2 (35 kDa) [88, 89]. Beide Proteine interagieren miteinander und bilden homotrimere 
oder -tetramere Komplexe, die als Glykoprotein-Spikes auf der Virusoberfäche zu 
erkennen sind [63, 64]. GP-1 ist ein peripheres Membranprotein und vermittelt über die 
Interaktion mit dem zellulären Rezeptor α-Dystroglycan (α-DG) oder dem Transferrin 
Rezeptor 1 die Bindung des Virus an die Wirtszelle [80, 81]. Das GP-2 ist als 
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Transmembranprotein in der Virushülle verankert und für die Fusion der viralen Membran 
mit der zellulären Endosomenmembran verantwortlich [64]. 
 
1.8.2 Das Z-Protein 
Das Z-Protein ist mit einer Größe von 11 kDa das kleinste arenavirale Protein und 
übernimmt, da es an zahlreichen Prozessen innerhalb des viralen Lebenszyklus beteiligt 
ist, sowohl strukturelle als auch regulatorische Funktionen. Die zentrale Domäne des Z-
Proteins bildet über konservierte Cysteine und Histidine ein RING-Fingermotiv aus, das 
zwei Zinkionen komplexieren kann und für Protein-Protein Interaktionen verantwortlich ist 
[71]. 
Obwohl das Z-Protein keine Komponente des RNP-Komplexes ist, scheint es für den 
viralen Replikationszyklus von Bedeutung zu sein. Im Replikonsystem hat es einen 
inhibitorischen Effekt auf die Replikation und Transkription, der vermutlich über eine 
direkte Interaktion mit dem L-Protein vermittelt wird [78, 79, 90, 91]. Das RING-
Fingermotiv scheint zusätzlich für die Interaktion mit einer Vielzahl zellulärer Proteine, wie 
dem promyelotischen Leukämie Protein (PML), dem ribosomalen Protein P0 und dem 
eukaryotischen Initiationsfaktor 4E (eIF4E), von Bedeutung zu sein und verleiht dem Z-
Protein eine regulatorische Funktion während der Virusinfektion. So führt die Interaktion 
zwischen dem Z-Protein und eIF4E oder dem ribosomalen Protein P0 zu einer selektiven 
Translationshemmung zellulärer mRNAs [92-94]. 
Durch die Bindung des NP rekrutiert das Z-Protein vermutlich den RNP-Komplex zur 
Wirtszellmembran und erfüllt dort auf struktureller Ebene die Aufgabe eines 
Matrixproteins, das für die Freisetzung neuer Viruspartikel aus der infizierten Wirtszelle 
verantwortlich ist [84, 95, 96]. In diesem Zusammenhang ist auch eine Interaktion mit 
Komponenten des zellulären ESCRT (Endosomal Sorting Complex Required For 
Transport) bekannt. Die RING-Domäne und eine kurze prolinreiche Sequenz (PPPY) im 
C-Terminus des Z-Proteins, bezeichnet als late-Domäne, sind für die Interaktion 
unerlässlich. Altwelt-Arenaviren besitzen neben dem PPPY-Motiv noch eine weitere late-
Domäne P(T/S)AP [84, 97].  
 
1.8.3 Das L-Protein 
Mit einem Molekulargewicht von etwa 250 kDa ist das L-Protein das größte Protein der 
Arenaviren. Die molekulare Größe lässt vermuten, dass das L-Protein multifunktionell ist. 
Bisher konnte jedoch nur wenigen Bereichen eine biologische Funktion zugeordnet 
werden. Mehrere, auf Minireplikonsystemen basierende Studien zur Funktion des L-
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Proteins belegen, dass es als Bestandteil des RNP-Komplexes für die Replikation und 
Transkription des viralen Genoms essentiell ist [55, 78, 79, 98]. Vergleichende 
Sequenzanalysen des LASV L-Proteins mit eng verwandten segmentierten 
Negativstrang-RNA-Viren ergaben vier konservierte Domänen (Domäne I-IV) [9]. Die 
zentrale Domäne III enthält sechs charakteristische Aminosäure-Motive (prä-A und die 
Motive A-E) RNA-abhängiger RNA-Polymerasen (RdRP), welche für die Funktion der 
viralen Polymerase wesentlich sind [9, 99]. Basierend auf genetischen Untersuchungen 
konnte die Polymerase-Aktivität der Domäne III auch experimentell im LASV 
Replikonsystem bestätigt werden, wobei die Oligomerisierung der L-Proteine notwendig 
zu sein scheint [100, 101]. Innerhalb der Motive A und C übernehmen hochkonservierte 
Aspartat-Reste die für die katalytische Aktivität essentielle Koordination zweier Mg2+-Ionen 
[100]. Biochemische und strukturelle Studien zur N-terminalen Domäne I des LCMV L-
Proteins lassen vermuten, dass dieser Bereich eine Endonuklease enthält, welche die 
Cap-Strukturen zellulärer mRNAs entfernt, damit diese zur Initiation der viralen 
Transkription verwendet werden können [102]. Beim Neuwelt-Arenavirus TACV vermitteln 
die Domänen I und III außerdem die Interaktion zwischen L- und Z-Protein. 
Bioinformatische Analysen und Replikon-Daten zeigen, dass das LASV L-Protein 
wahrscheinlich in drei verschiedenen strukturellen Domänen organisiert ist und sich die 
voneinander separierten N- und C-terminalen Bereiche funktionell transkomplementieren 
können [103].  
 
1.8.4 Das Nukleoprotein 
Das Nukleoprotein (NP), welches ein Molekulargewicht von 63 kDa aufweist, ist mit einem 
prozentualen Anteil von 70% das am häufigsten vorkommende Protein innerhalb der 
Viruspartikel. Über enge Wechselwirkung mit der viralen RNA umhüllt es diese und bildet 
die strukturelle Hauptkomponente des Nukleokapsids. Während des Replikationszyklus 
scheint das NP aber auch von regulatorischer Bedeutung zu sein, da die intrazelluläre 
NP-Konzentration die virale Transkriptions- und Replikationsrate beeinflusst [104]. Erst 
kürzlich konnte durch Röntgenkristallographiestudien eine N- und C-terminale Domäne im 
LASV NP identifiziert werden [105, 106]. Als Antagonist der Typ I Interferonantwort 
infizierter Wirtszellen hemmt es die IRF-3 (Interferon Regulatory Factor 3) vermittelte 
Transkription von IFN-β [107-109]. Dazu bindet es direkt an die für die virale Erkennung 
verantwortlichen zytoplasmatischen Helikasen RIG-I (Retinoic Acid Inducible Gene I) und 
MDA5 (Melanoma Differentiation-Associated Gene 5) und unterdrückt so die Aktivierung 
des IRF-3 Signaltransduktionsweges [110]. Für den Interferonantagonismus ist die C-
terminale 3’-5’ Exoribonukleaseaktivität des NP entscheidend [111]. Darüber hinaus 
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scheint das NP an Prozessen der Virusreifung beteiligt zu sein. Durch ein C-terminales 
Zink-Fingermotiv interagiert das NP mit dem Z-Protein, wodurch es in Z-induzierte VLPs 
(Virus Like Particles) inkorporiert wird [112, 113]. Möglicherweise ist dieser Bereich auch 
für die Verpackung von RNP-Komplexen in Virionen verantwortlich. Außerdem wird auch 
ALIX/AIP1, eine Komponente des zellulären ESCRT, für die Verpackung benötigt und 
interagiert mit dem N-Terminus des NP [114]. Des Weiteren wird ein N-terminales Coiled-
coil Motiv als erforderlich für die NP Homo-Oligomerisierung postuliert [112].  
Als Komponenten des RNP-Komplexes ist eine Interaktion zwischen dem NP und L-
Protein wahrscheinlich. Über Bereiche des NP, die in eine Interaktion mit dem L-Protein 
involviert sind, ist bislang nichts bekannt. 
 
1.9 Reverse Genetik 
Mittels reverser Genetik wird die Vorgehensweise der klassischen Genetik umgekehrt. 
Um Rückschlüsse auf die Funktion eines Gens zu ziehen, kann dieses durch gezielte 
Mutagenese manipuliert und anschließend Veränderungen in der Funktion einer Zelle 
oder eines Organismus untersucht werden. 
Reverse Genetiksysteme dienen der Analyse von regulatorischen Funktionen viraler 
Proteine sowie der Aufklärung molekularer Pathogenesemechanismen innerhalb des 
viralen Replikationszyklus. Sie haben erheblich zum derzeitigen Stand des Wissens der 
molekularen Biologie von Arenaviren beigetragen. 
Grundlage von reversen Genetiksystemen ist klonierte cDNA der RNA-Genome. So sind 
ein gezieltes Manipulieren des viralen Erbgutes und die Expression der viralen RNA 
möglich. Das von der cDNA stammende RNA-Genom kann anschließend durch die virale 
RdRP repliziert und transkribiert werden.  
Im Gegensatz zu den Positivstrang-RNA-Viren können die RNAs der Negativstrang-RNA-
Viren per se nicht an den Ribosomen der Wirtszelle translatiert werden und sind allein 
nicht infektiös. Ein unmittelbarer Start des Replikationszyklus ist daher nicht möglich. Die 
Herstellung biologisch aktiver Negativstrang-RNA-Viren ausgehend von cDNA erfordert 
die Transkomplementation durch alle viralen Proteine, die an der RNA-Synthese beteiligt 
sind. Folglich müssen zum Start von Replikation und Transkription zusätzlich die virale 
RdRP und das Nukleoprotein in der Zelle exprimiert werden. Demnach ist die kleinste 
infektiöse Einheit der Negativstrang-RNA-Viren der RNP-Komplex, der aus der viralen 
RNA, dem Nukleoprotein und dem L-Protein aufgebaut ist. 
Für die reverse Genetik stehen im Wesentlichen zwei Systeme zur Verfügung. Dazu 
gehören einerseits infektiöse Klone voller Genomlänge, welche die Generierung 
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rekombinanter Viren ermöglichen, und andererseits subgenomische, selbstreplizierende 
und nicht infektiöse Replikonsysteme. 
 
1.9.1 Rekombinante Arenaviren 
Rekombinante Viren erlauben die gezielte Untersuchung einer Virus-Wirt Interaktion und 
ermöglichen auf diese Weise auch die Identifizierung viraler Determinanten, die für die 
Pathogenese entscheidend sein können. 
Nachdem 1989 für das Influenza A-Virus das erste reverse Genetiksystem eines 
Negativstrang-RNA-Virus etabliert werden konnte, wurden rekombinante Arenaviren 
erstmalig 2003 für das LCMV hergestellt [56, 115]. Das Virus wurde durch Transfektion 
eines plasmidintegrierten LCMV S-RNA-Segmentes generiert, dessen GP durch das GP 
des Vesikulären Stomatits-Virus ersetzt wurde. Um den Replikationszyklus zu starten, war 
es allerdings erforderlich, die benötigten Komponenten des RNP-Komplexes durch eine 
Wildtyp-Helfer-Virus-Infektion bereitzustellen. Um das rekombinante Virus anschließend 
von dem Wildtyp-Virus separieren zu können, waren aufwendige Selektionsprozesse 
notwendig. Durch die Weiterentwicklung dieses ersten LCMV-Systems konnten 
plasmidbasierte Systeme etabliert werden, in denen die Entstehung rekombinanter LCMV 
vollständig von klonierter cDNA möglich ist [57, 58]. Die primäre Transkription der 
genomischen oder antigenomischen S- und L-RNA-Segmente steht entweder unter 
Kontrolle eines T7-Promotors [58] oder eines Polymerase-I-Promotors (Pol-I) [57]. Durch 
Ko-Transfektion der minimalen Komponenten NP und L-Protein wird die intrazelluläre 
Rekonstitution der viralen RNP-Komplexe gewährleistet, innerhalb derer die RNA-
Segmente durch die Polymerase-Aktivität des L-Proteins repliziert und transkribiert 
werden können. Mittlerweile ist auch für andere Arenaviren eine Herstellung 
rekombinanter Viren möglich. Für die Altwelt-Arenaviren stehen neben den Systemen für 
LCMV auch T7- und Pol-I-Promotor-basierte Systeme für LASV zur Verfügung [116, 117]. 
Reverse Genetiksysteme zur Herstellung hochpathogener Arenaviren wie LASV erfodern 
BSL-4-Bedingungen. Dagegen bieten verwandte apathogene Arenaviren, zu denen das 
MOPV zählt, die Möglichkeit, den arenaviralen Replikationszyklus auch unter BSL-2-
Bedingungen zu studieren. Bisher liegt ein System zur Herstellung eines rekombinanten, 
apathogenen Arenavirus allerdings nicht vor. 
 
1.9.2 Replikonsysteme für Arenaviren 
Für die Untersuchung der viralen Replikation und Transkription eignen sich 
Replikonsysteme. Die Systeme beruhen auf der kleinsten replikativen Einheit, dem RNP-
Komplex, in dem die virale RNA mit dem NP und L-Protein assoziiert vorliegt. Da keine 
EINLEITUNG 
14 
infektiösen Viruspartikel gebildet werden, können Replikations- und 
Transkriptionsvorgänge von humanpathogenen Viren außerhalb der Sicherheitslabore 
unter BSL-1-Bedingungen analysiert werden.  
Die Replikonsysteme basieren auf einem plasmidintegrierten RNA-Genom-Analogon, das 
als Minigenom (MG) bezeichnet wird. Innerhalb des MG werden die kodierenden 
Regionen der viralen Gene durch Reportergene ersetzt, die eine Quantifizierung der 
Replikationsraten erlauben. Die wichtigen regulatorischen Elemente bleiben erhalten. Die 
cDNA des MG befindet sich in den meisten Testsystemen unter Expressionskontrolle 
einer zytosolisch aktiven T7-RNA-Polymerase. Zur Rekonstitution eines 
replikationskompetenten RNP-Komplexes werden das virale NP und L-Protein ausgehend 
von Plasmiden, die ebenso unter Kontrolle eines T7-Promotors stehen, koexprimiert. 
Alternativ stehen zu den T7-Polymerase-basierten Systemen auch zellkernabhängige 
Expressionssysteme zur Verfügung, bei denen das MG und die viralen Proteine über den 
zellulären RNA-Polymerase-Promotor-I bzw. II exprimiert werden [56]. Gegenwärtig sind 
Replikonsysteme für das TACV der Neuwelt-Arenaviren sowie LCMV und LASV der 
Altwelt-Arenaviren beschrieben [55, 56, 78, 79]. 
Das LASV Replikonsystem wurde auf Basis der S-Segment-RNA des LASV Stamm AV 
hergestellt und verfügt über alle regulatorischen cis-aktiven Elemente [79]. Dazu zählen 
die 5’- und 3’-UTR mit den terminalen hochkonservierten Promotorregionen und die IGR. 
Die viralen Gene wurden durch zwei Reportergene in ambisense-Orientierung ersetzt. So 
enthält das MG anstelle des NP das Gen für die Renilla-Luciferase (Ren-Luc) in negativer 
Orientierung. Statt des GPC-Gens wird die Chloramphenicol-Acetyltransferase (CAT) in 
positiver Orientierung exprimiert. Das LASV-MG sowie die viralen Gene für NP und L-
Protein stehen unter der Kontrolle eines T7-Promotors und werden folglich im Zytoplasma 
der Wirtszelle exprimiert. Um eine Cap-unabhängige Initiation der Translation an den 
zellulären Ribosomen zu ermöglichen, enthalten die Expressionsplasmide des NP und L-
Proteins zusätzlich eine IRES [118, 119]. Die Expressionskonstrukte aller 
Replikonkomponenten werden in T7-Polymerase-exprimierende BSR-T7/5-Zellen 
kotransfiziert, NP und L-Protein exprimiert und das RNA-Genom-Analogon synthetisiert 
(Abbildung 1.6). Nach Ausbildung funktioneller RNP-Komplexe erfolgt die Replikation des 
MG und Transkription der integrierten Reportergene durch das L-Protein. Nach 
Translation an den Ribosomen der Wirtszelle kann die Menge exprimierter Renilla-
Luciferase mittels Luciferase-Assay ermittelt werden und dient als Maß der 
transkriptionellen Replikonaktivität. Da das Reporterprotein CAT erst nach der Synthese 
des Antigenoms transkribiert werden kann, lässt es Rückschlüsse auf die 






Abbildung 1.6: Schematische Darstellung des LASV Replikonsystems. Die Expressionsplasmide für NP 
und L-Protein werden zusammen mit dem MG in BSR-T7/5-Zellen kotransfiziert und exprimiert. Nach Bildung 
funktioneller RNP-Komplexe erfolgt die Replikation und Transkription des MG. Die Expression der Ren-Luc 
wird im Luciferase-Assay überprüft. T7p: T7-RNA-Polymerase-Promotor, IRES: Internal Ribosomal Entry Site, 
UTR: untranslatierte Region, IGR: Intergenregion, RNP: Ribonukleoprotein-Komplex [120]. 
 
Anhand der arenaviralen Replikonsysteme konnten die für Replikation und Transkription 
wichtigen regulatorischen Bereiche der trans- und cis-aktiven Elemente charakterisiert 
und funktionelle Protein-Protein-Interaktionsbereiche identifiziert werden.  
 
1.10 Zielsetzung  
Wichtige methodische Voraussetzung für die Untersuchung von Lebenszyklus und 
Pathogenese der Viren sind zum einen Replikonsysteme, bei denen keine infektiösen 
Partikel entstehen, und zum anderen Systeme zur Herstellung infektiöser rekombinanter 
Viren. Im Rahmen dieser Arbeit sollte für LCMV und MOPV jeweils in Analogie zum LASV 
ein Reportergen-exprimierendes Replikonsystem konstruiert werden. Nach Etablierung 
der Replikonsysteme sollte die Austauschbarkeit der cis- und trans-aktiven Elemente über 
Speziesgrenzen hinweg bestimmt werden. Mittels Ko-Immunpräzipationsuntersuchungen 
sollten mögliche Interaktionen zwischen NP, L- und Z-Protein sowohl innerhalb einer 
Spezies als auch über Speziesgrenzen hinweg untersucht werden. Durch Generierung 
von LASV/LCMV NP-Chimären sollten Aminosäurereste identifiziert werden, die für eine 
funktionelle Interaktion mit dem L-Protein im Replikonsystem von Bedeutung sind.  
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Ein weiterer Bestandteil der Arbeit sollte die Konstruktion und Etablierung eines 









pLAS-MG Bernhard-Nocht-Institut, Virologie 
pCITE-Las-NP Bernhard-Nocht-Institut, Virologie 
pCITE-Las-L Bernhard-Nocht-Institut, Virologie 
pCITE FF-luc Bernhard-Nocht-Institut, Virologie 
LCMV pC-NP Dr. Daniel D. Pinschewer, Universität Genf 
LCMV pC-Cl13-L Dr. Daniel D. Pinschewer, Universität Genf 
pSB 78_ NS2A-HA Dr. Beate M. Kümmerer, Universität Bonn 
 
2.1.2 Synthetische Oligonukleotide 
Die synthetischen Oligonukleotide wurden von der Firma Sigma-Aldrich oder Eurofins 
MWG Operon bezogen. Eine detaillierte Auflistung aller in dieser Arbeit verwendeten 
Oligonukleotide ist als Anhang am Ende dieser Arbeit beigefügt.  
 
2.1.3 Radioisotope 
Das Radionukleotid alpha32P-dCTP (400 Ci/mmol) wurde von der Firma Hartman-Analytic 
bezogen. 
 
2.2 Zel llinien, Bakterien- und Virusstämme 
Zelllinie Bezugsquelle 
Vero Riems Bundesforschungsanstalt für 
Viruskrankheiten der Tiere, Insel Riems 
Baby Hamster Kidney-21/J Zellen (BHK-
21/J; Abkömmlinge der BHK-21-Zellen; 
Lindenbach & Rice, 1997) 
Bernhard-Nocht-Institut, Virologie 
BSR-T7/5 (Abkömmlinge der BHK-21-
Zellen, welche die T7-Polymerase stabil 
exprimieren) 





Bakterienstamm Genotyp Bezugsquelle 
E.cloni TM 10G ELITE DUOs 
chemisch kompetente Bakterien 
F- mcrA D(mrr-hsdRMS-mcrBC) 
φ80dlacZΔM15 ΔlacX74 endA1 
recA1araD139 Δ(ara, leu)7697galU 
galK rpsL nupG λ- tonA 
Lucigen 
E.cloni K12 MC1061 F-, Δ(ara-leu), Δ(lacIPOZY)X74 
araD139, galE15, galK16, hsdR 





LASV Stamm AV  
GenBank-Accession Nr.: AF24612 
Bernhard-Nocht-Institut, 
Virologie [25] 
MOPV Stamm BNI  
GenBank-Accession Nr.: JN561684 und JN561685 
Bernhard-Nocht-Institut, 
Virologie [121] 
LCMV Klon 13 Bernhard-Nocht-Institut, 
Virologie, Stammsammlung 





Anti-FLAG® M2 monoklonaler Maus-Antikörper, 
Peroxidase-Konjugat (A8592) 
Sigma-Aldrich 
Anti-FLAG® M2 monoklonaler Maus-Antikörper (F1804) Sigma-Aldrich 
Anti-HA Kaninchen-Antikörper (H6908) Sigma-Aldrich 
Anti-HA monoklonaler Maus-Antikörper,  
Peroxidase-Konjugat (H6533) 
Sigma-Aldrich 
Anti-LASV NP (2F1) monoklonaler Maus-Antikörper Bernhard-Nocht-Institut, 
Virologie 
Anti-MOPV NP (5D9/2) monoklonaler Maus-Antikörper Bernhard-Nocht-Institut, 
Virologie 
Anti-LCMV NP (mAb Nr.53 Ascites) monoklonaler Maus-
Antikörper 
Dr. M. Bruns, Heinrich-Pette-
Institut 
AffiniPure Schaf Anti-Maus IgG (H+L),  
Peroxidase-Konjugat (515-035-003) 
Jackson Immuno Research 
Laboratories 
AffiPure Ziege Anti-Maus IgG (H+L),  
FITC-Konjugat (115-095-003) 





2.4 Enzyme und Kits für molekularbiologisches Arbeiten 
Enzyme Bezugsquelle 
Calf Intestinal Phosphatase (CIP) New England Biolabs 
Expand High-Fidelty PCR System Roche 
Phusion High-Fidelity DNA Polymerase Finnzymes 
Ribonuklease A Roth 
RNase A Qiagen 
Restriktionsendonukleasen New England Biolabs 
Restriktionsenzyme FastDigest® Fermentas 
RNasin Ribonuklease Inhibitor Promega 
SuperScriptIIIRT Invitrogen 
Thermoscript Invitrogen 
T7-RNA-Polymerase, 20 U/µl MBI Fermentas 
 
Kits  Bezugsquelle 
DNA Größenmarker, Gene RulerTM 1 kB Fermentas 
Dual-Luciferase® Reporter Assay System Promega 
MEGAScript High Yield Transcription Kit Ambion 
Nucleobond Xtra Midi Plus Kit Macherey & Nagel 
NucleoSpin® Extract II Kit Macherey & Nagel 
NucleoSpin® Plasmid Mini Kit Macherey & Nagel 
QIAamp® Viral RNA Kit Qiagen 
QIAEX® II Gel Extraction Kit (150) Qiagen 
QIAfilterTM Plasmid Midi Kit (25) Qiagen 
QuantiTect SYBR Green RT-PCR Kit Qiagen 
Rapid DNA Ligation Kit Fermentas 
 
2.5 Chemikalien, Medien und Reagenzien 
Substanz Bezugsquelle 
Agarose, Elektrophoresegrad, nur für Northern Blot Invitrogen 
Agarose SeaKem® Roth 
Ampuwa®, Wasser für Injektionszwecke Fresenius Kabi 
Ammoniumperoxodisulfat (APS) Roth 
Bromphenolblau Roth 
BSA (Bovine Serum Albumin fraction V) PAA 
Carbenicillin Roth 
Chloroform, p.a. Roth 
Complete Proteaseinhibitor Cocktail Roche 
DMEM PAA 
Diethylpyrocarbonat (DEPC) Roth 
Dithiothreitol (DTT) Serva/ Boehringer Ingelheim 
Earle’s MEM PAA 
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Entwicklerlösung A G153 Agfa 
Entwicklerlösung B G153 Agfa 
Essigsäure, 100%, p.a. Roth 
Ethanol 100% Roth 
Ethidiumbromid Roth 
Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) Roth 
Fast Green FCF Serva 
Ficoll 400 Sigma-Aldrich 
Formaldehyd, 37% zur Synthese Roth 
Formamid (deionisiert) Roth 
Fötales Kälberserum PAA 
Geneticin Gibco 
Glasgow MEM Gibco 
Glycerin, p.a., wasserfrei Roth 
Imidazol Roth 
Isopropanol Roth 
Kaliumchlorid p.a. Roth 
Kaliumdihydrogenphosphat p.a. Roth 
Lachssperma-DNA, 10 mg/ml Eppendorf 
L-Glutamin PAA 
Lipofectamine™ 2000 Invitrogen 
Lennox L Broth Base (LB) Invitrogen 
Magnesiumchlorid Roth 






Natriumdodecylsulfat (SDS) Ultra Pure Roth 
Dinatriumhydrogenphosphat p.a. Roth 
Natriumhydroxid p.a. Roth 
Nicht-essentielle Aminosäuren PAA 
NuPAGE® MOPS SDS-Running Buffer (20x) Invitrogen 
NuPAGE® Tris Acetat Running Buffer (20x) Invitrogen 
NuPAGE® Antioxidant Invitrogen 
NuPAGE® LDS Sample buffer (4x) Invitrogen 
NuPAGE® Transfer Buffer (20x) Invitrogen 
Penicillin (100x) PAA 
Polyvinylpyrrolidone Sigma-Aldrich 
Puffer P1 für DNA-Präparation Qiagen 
Puffer P2 für DNA-Präparation Qiagen 
Puffer P3 für DNA-Präparation Qiagen 
Protein A Sepharose GE Healthcare 
Protein G Sepharose GE Healthcare 
Pyruvat (100x) PAA 
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Rapid Fixer Fixierlösung G354 Agfa 
Roti®-Block Roth 
Rotiphorese Gel 40 (37,5 :1) Roth 
SYBR Green I Nucleic Acid Gel Stain Roth 
Tetramethylethylendiamin (TEMED) Roth 
TMB-Substrat Mikrogen 
Tris Roth 
Triton X-100 Roth 
TRIzol® LS Reagenz Invitrogen 
Trypsin PAA 
Tween 20 Roth 
 
2.6 Puffer und Lösungen 
Puffer/Lösung Zusammensetzung   
Zellkulturmedien    
Dulbecco’s Modified Eagle’s DMEM 500 ml 
Medium (DMEM) FKS 50 ml 
 Penicillin/Streptomycin (100x) 5 ml 
 L-Glutamin (100x) 5 ml 
 nicht-essentielle Aminosäuren (100x) 5 ml 
 Pyruvat (100x) 5 ml 
Eagle Minimal Essential Medium MEM 500 ml 
(MEM) mit L-Glutamin FKS 37,5 ml 
 nicht-essentielle Aminosäuren (100x) 5 ml 
Glasgow Minimum Essential G-MEM 500 ml 
Medium (GMEM) mit L-Glutamin FKS 25 ml 
 nicht-essentielle Aminosäuren (100x) 5 ml 
 Tryptosephosphat Broth 20 ml 
 (Geniticin G418) 5 ml 
Methylcellulose-Overlay Medium Methylcellulose 8,4 g 
für Immunofocus-Assay, 0,96% ddH2O 300 ml 
 Über mehrere Stunden bei RT im Schüttel-Inkubator 
lösen und anschließend autoklavieren. 
 gelöste Methylcellulose 17 ml 
 DMEM 33 ml 
Bakterienkulturmedien    
LB Broth Base Lennox L Broth Base, autoklavieren 20 g/l 
LB Agar mit Carbenicillin LB Agar (Lennox L Agar), 
autoklavieren 
32 g/l 
 Carbenicillin 100 µg/ml 
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Allgemeine Lösungen    
10x PBS, steril, pH 7,5 NaCl 80 g/l 
 Na2HPO4 x 2H2O 26,8 g/l 
 KCl  2 g/l 
 KH2PO4 2,4 g/l 
 dH2O ad 1 l 
Agarosegelelektrophorese    
50x TAE (Tris-Acetat), pH 7,8 Tris/HCl 2 M 
 Natriumacetat 0,25 M 
 EDTA 0,05 M 
6x Probenauftragspuffer Xylencyanol FF 0,15 % 
 Bromphenolblau 0,15 % 
 Sucrose 40 % 
 in dH2O   
SDS-PAGE    
Trenngel Rotiphorese Gel 40 (37,5 :1) 8-12 % 
 Tris (pH 8,8)  0,375 M 
 SDS 0,10 % 
 APS 0,10 % 
 TEMED 0,04 % 
Sammelgel Rotiphorese Gel 40 (37,5 :1) 4 % 
 Tris (pH 8,8)  0,125 M 
 SDS 0,10 % 
 APS 0,10 % 
 TEMED 0,10 % 
Western Blot    
4x Laemmli-Laufpuffer SDS 16 g 
 Tris 96 g 
 Glycin 460,8 g 
 dH2O ad 4 l 
Laemmli-Ladepuffer Tris-HCl (pH 6,8) 50 mM 
 Glycerol 10 % 
 SDS 2 % 
 Bromphenolblau 0,05 % 
 β-Mercaptoethanol 2 % 
 DTT  10 mM 
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Fast Green-Färbelösung Fast Green (w/v) 2,5 % 
 in Essigsäure (v/v) 10 % 
1x Transferpuffer für Nasstransfer Tris 3,03 g 
 Glycin 14,4 g 
 Methanol 200 ml 
 dH2O ad 1 l 
2x Transferpuffer für Semidry-Blot Transferpuffer (20x) 50 ml 
 NuPAGE Antioxidant 1 ml 
 Methanol 50 ml 
 dH2O 399 ml 
PBST-Waschlösung Tween 20 (v/v) 0,05 % 
 in 1x PBS   
1x Blockierungslösung für anti- Roti® -Block (10x) 1 x 
FLAG- und anti-HA-Antikörper in dH2O   
Northern Blot    
50x Denhards Reagenz Ficoll 400 1 g 
 Polyvinylpyrrolidone 1 g 
 BSA 1 g 
 H2O 100 ml 
DEPC-Wasser DEPC 1 ml 
 dH2O 1 l 
 Über Nacht Lösung im Abzug belüften und 
anschließend autoklavieren. 
0,5 M EDTA  EDTA 18,6 g 
 NaOH 2 g 
 DEPC-Wasser 100 ml 
5x Formaldehyd-Laufpuffer, pH 7,0 MOPS 100 mM 
 Natriumacetat 40 mM 
 EDTA 5 mM 
 Sterilfiltrieren (0,2 µm), Lagerung bei RT im Dunkeln. 
1x Probenlaufpuffer 5x Formaldehyd-Laufpuffer 1 x 
 Formaldehyd 2,2 M 
 Formamid 50 % 
Elektrophoresepuffer Formaldehyd-Laufpuffer 1 x 
 DEPC-Wasser  4 x 
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Formaldehyd-Gel-Auftragspuffer EDTA 1 mM 
 Bromphenolblau 0,25 % 
 Xylencyanol FF 0,25 % 
 Glycerol 50 % 
 Sterilfiltrieren (0,2 µm), Lagerung bei -20 °C 
1,5% Agarose-Formaldehydgel Agarose 4,5 g 
 DEPC-Wasser 187 ml 
 Aufkochen und auf 70 °C abkühlen.   
 5x Formaldehyd-Laufpuffer 60 ml 
 37% Formaldehyd 53,6 ml 
0,04% Methylenblau 3 M Natriumacetatlösung, pH 5,2 16,7 ml 
 Methylenblau 0,04 g 
 DEPC-Wasser 83,3 ml 
10% SDS SDS 10 g 
 DEPC-Wasser 100 ml 
20x SSC, pH 7,0 NaCl 350,4 g 
 Natriumcitrat 176,4 g 
 dH2O ad 2 l 
 DEPC 2 ml 
 Über Nacht im Abzug belüften und autoklavieren. 
Vorhybridisierungslösung DEPC-Wasser 4 ml 
 Formamid 20 ml 
 10% (w/v) SDS 2 ml 
 20x SSC 10 ml 
 50x Denhards Reagenz 4 ml 
Waschlösung A 20x SSC 100 ml 
 10% (w/v) SDS 10 ml 
 DEPC-Wasser 890 ml 
Waschlösung B 20x SSC 50 ml 
 10% (w/v) SDS 10 ml 
 DEPC-Wasser 940 ml 
Waschlösung C 20x SSC 5 ml 
 10% (w/v) SDS 10 ml 








Triton-Lysepuffer Triton X-100 0,5 % 
 Tris-HCl (pH 7,5) 50 mM 
 NaCl 200 mM 
 EDTA 1 mM 
2x TNA Triton X-100 0,5 % 
 BSA 2 mg/ml 
 Tris-HCl (pH 7,5) 100 mM 
 NaCl 400 mM 
 EDTA 2 mM 
1x TNE Tris-HCl (pH 7,5) 50 mM 
 NaCl 150 mM 




Kodak Scientific Imaging Film 18 x 24 cm X-OMAT™ LS Kodak 
Hybond-N+ Membran Amersham 
NuPAGE® 4-12% Bis-Tris Gradientengel, 1 mm x 12-Well Invitrogen 
NuPAGE® 4-12% Bis-Tris Gradientengel, 1 mm x 26-Well Invitrogen 
NuPAGE® 3-8% Tris-Acetat Gel Invitrogen 
ProbeQuantTM G-50 MicroColumns GE Healthcare 
Protran® Nitrocellulose Transfer Membran Schleicher & Schuell 
Alle weiteren in dieser Arbeit verwendeten, hier nicht aufgeführten Verbrauchsmaterialien, 
sowie sämtliche Plastikwaren, wurden von den Firmen Sarstedt, PAA, Milipore, Biozym, 




Agfa Curix 60 Filmentwickler Agfa 
Agarose-Gelelektrophoresekammer Sub Cell GT und  Biorad 
Agarose-Gelelektrophoresekammer Mini Sub Cell GT Biorad 
Bakterienschüttler Certomat BS-T B. Braun International  
Blaulicht Transilluminator Bio View  Biostep 
Blotmodul XCell II™ Blot Module Invitrogen 
Fluoreszenzmikroskop Leica DM RA Leica 
Hybofen Mini Oven MK II MWG-Biotech 
Inkubator mit CO2-Begasung (Hera Cell 150) Thermo Electron Corporation 
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Inkubator für Bakterien Memmert 
Luminometer Junior LB Berthold Technologies 
Mini-Trans-Blot® Elektrophorese-Systems Biorad 
Neubauer-Zählkammer Brand 
PerfectBlue Semi-Dry Elektroblotter Sedec M PeqLab 
Phosphorimager FLA-7000 FujiFilm 
Photometer Eppendorf 
SDS-Elektrophoresekammer XCell SureLock™ Mini-Cell Invitrogen 
Light Cycler 1.5 Roche 
Thermocycler Advanced Primus 25 PeqLab 
Thermomixer comfort Eppendorf 




Kühlzentrifuge Sorvall® RC28S DuPont KENDRO Laboratory Products 
Gekühlte Tischzentrifuge „Centrifuge 5415 R“ Eppendorf 
Tischzentrifuge „Centrifuge 5415 D“ Eppendorf 















MacVector MacVector, Inc. 







3.1 Molekularbiologische Methoden 
3.1.1 Anzucht von Bakterien 
Die Escherichia coli Bakterienkulturen wurden stets unter aeroben Bedingungen bei 37 °C 
angezogen. Transformierte Bakterien wurden auf Festmedium ausgestrichen und für 12-
16 h bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Um Flüssigkulturen anzulegen, wurde das 
Standardmedium Luria Bertani (LB) mit vereinzelten Bakterienkolonien inokuliert und für 
maximal 16 h bei 37 °C im Bakterienschüttler inkubiert. Sowohl dem Flüssig- als auch 
dem Festmedium wurde zur Anzucht plasmidtragender Bakterien vor der Verwendung 
100 µg/ml Ampicillin bzw. Carbenicillin zugefügt. Kulturen auf Festmedium konnten für 
einige Wochen mit Parafilm versiegelt bei 4 °C gelagert werden. Durch Vermischen der 
Flüssigkultur mit Glycerol im Verhältnis 4:1 war eine langfristige Aufbewahrung der 
Bakterien bei -70 °C möglich. 
 
3.1.2 Herstellung CaCl2-transformationskompetenter Escherichia coli  
Um Bakterien, die normalerweise nicht über eine natürliche Kompetenz verfügen, 
künstlich aufnahmefähig für freie Fremd-DNA zu machen, wurde die Durchlässigkeit der 
Bakterienzellwand in einer CaCl2-haltigen Pufferlösung erhöht [122]. 
Dazu wurden 250 ml LB-Medium mit 0,5 ml einer Escherichia coli Übernachtkultur beimpft 
und bei 37 °C bis zu einer optischen Dichte von 0,7 bei 600 nm (OD600) angezogen. Nach 
einer Inkubation der Kultur für 10 min auf Eis wurden die Bakterien durch zehnminütige 
Zentrifugation bei 8000 x g und 4 °C sedimentiert. Der Überstand wurde verworfen und 
das Bakteriensediment in 25 ml eiskalter 0,1 M CaCl2-Lösung resuspendiert. Nach einer 
Inkubation auf Eis für 20 min erfolgte eine weitere Zentrifugation für 10 min bei 8000 x g 
und 4 °C. Anschließend wurden die Bakterien in 2,5 ml eiskalter 0,1 M CaCl2-
Glycerinlösung (85:15) resuspendiert, in vorgekühlte Reaktionsgefäße aliquotiert und in 
flüssigem Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung der transformationskompetenten 
Bakterien erfolgte bei -70 °C. 
 
3.1.3 Transformation von Plasmid-DNA in CaCl2-kompetente Escherichia coli 
Zur chemischen Transformation wurden 50 µl der kompetenten CaCl2-
Bakteriensuspension auf Eis aufgetaut und mit 450 µl 0,1 M CaCl2-Lösung gemischt. 
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Davon wurden 100 µl mit der zu transformierenden DNA eines Ligationsansatzes (3.1.9) 
oder 10-50 ng Plasmid-DNA (Retransformation) vermengt und für 30 min auf Eis inkubiert. 
Durch einen anschließenden Hitzeschock bei 43,5 °C für 45 sec und einer darauf 
folgenden 5-minütigen Inkubation auf Eis wurde die Aufnahme der DNA induziert. Nach 
Zugabe von 200 µl LB-Medium wurde der Ansatz für 30 min bei 37 °C inkubiert. 
Anschließend wurden 150-300 µl Transformationsansatz einer Ligation auf einer 
selektiven LB-Carbenicillin-Agar-Platte ausgestrichen und kultiviert (3.1.2). Für eine 
Retransformation wurde 1/1000 Volumen des Transformationsansatzes zur Inokulation 
von LB-Carbenicillin-Medium verwendet und für maximal 16 h bei 37 °C im 
Bakterienschüttler inkubiert. 
 
3.1.4 Präparation von Plasmid-DNA 
Zur Präparation von Plasmid-DNA aus transformierten E. coli Bakterien in kleinem 
Maßstab (Minipräparation) wurden zunächst auf LB-Carbenicillin-Agar-Platten 
gewachsene Einzelkolonien zum Animpfen von 5 ml LB-Carbenicillin-Medium verwendet 
und für maximal 10-12 h bei 37 °C im Bakterienschüttler inkubiert. Anschließend erfolgte 
die Isolierung der Plasmid-DNA nach dem Prinzip der alkalischen Lyse [123]. Dabei 
richtete sich das verwendete Volumen der Bakterienkultur nach der Kopienzahl des 
Plasmids. Lagen die Plasmide in hoher Kopienzahl im Bakterium vor, wurden 1,5 ml der 
Bakterienkultur abzentrifugiert. Bei Plasmiden mit geringer Kopienzahl im Bakterium 
wurden dagegen 3 ml der Bakterienkultur verwendet. Die Zentrifugation erfolgte für 5 min 
bei 2500 x g. Das Bakteriensediment wurde im Anschluss in 100 µl gekühlter Lösung P1 
(2.5) sorgfältig resuspendiert. Nach Zugabe von 100 µl Lösung P2 (2.5) und mehrmaligem 
Invertieren des Reaktionsgefäßes erfolgte während einer Inkubation für 5 min bei RT die 
alkalische Lyse der Bakterien. Der Zusatz von 100 µl gekühlter Lösung P3 (2.5) führte zur 
Neutralisation. Die anschließende Inkubation auf Eis für 10 min erzeugte einen 
Niederschlag aus genomischer DNA, Proteinen und Zelltrümmern, der durch 
Zentrifugation bei 16.000 x g für 10 min sedimentiert wurde. Der plasmidhaltige Überstand 
wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt und mit 200 µl 99,7%-igem [v/v] Isopropanol 
bei 16.000 x g für 15 min gefällt. Nachdem die Plasmid-DNA mit 70%-igem [v/v] Ethanol 
gewaschen und für 5 min luftgetrocknet wurde, konnte sie in 30-50 µl H2Obidest 
aufgenommen werden. Die Identifizierung richtiger Klone erfolgte durch einen 
Restriktionsendonukleaseverdau und Sequenzierung der Plasmid-DNA. 
Zur Präparation größerer Mengen eines Plasmides in hohem Reinheitsgrad 
(Midipräparation) wurden 50-200 ml LB-Carbenicillin-Medium mit 1/1000 Volumen einer 
Bakterienvorkultur oder eines Retransformationsansatzes inokuliert und über Nacht bei 
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37 °C in einem Bakterienschüttler inkubiert. Am folgenden Tag wurde die Plasmid-DNA 
mit dem QIAfilter Plasmid Midi Kit der Firma Qiagen, gemäß den Angaben des Herstellers 
isoliert. Um den Reinheitsgrad weiter zu erhöhen, wurde das nach Elution präzipitierte 
DNA-Pellet luftgetrocknet und sofort in 400 µl 0,3 M Na-Acetat pH 7,0 aufgenommen. 
Durch Zugabe des 2,5 fachen Volumens Ethanol und nochmaligem Zentrifugieren bei 
16.000 x g für 15 min wurde die Plasmid-DNA erneut gefällt. Das hierbei entstandene 
Pellet wurde mit 70%-igem [v/v] Ethanol gewaschen, luftgetrocknet und in 40 µl H2Obidest. 
aufgenommen. Die Konzentration und Reinheit der Plasmid-DNA wurde photometrisch 
bestimmt. Zur weiteren Analyse der Klone wurden 100 ng Plasmid-DNA für einen 
Restriktionsendonukleaseverdau (3.1.7) eingesetzt und anschließend in einem 1%-igen 
Agarosegel (3.1.11) aufgetrennt. 
 
3.1.5 Phenol-Chloroform-Extraktion 
Mit Hilfe der Phenol-Chloroform-Extraktion können Proteine in Nukleinsäure/Protein-
lösungen denaturiert und daraus entfernt werden [124]. Die Lösung wurde dazu im 
Verhältnis 1:1 (v:v) mit Phenol versetzt, gründlich gemischt und anschließend zur 
Phasentrennung für 2 min bei RT und 16.000 x g zentrifugiert. Dabei blieben denaturierte 
Proteine in der Interphase. Die DNA enthaltende obere wässrige Phase wurde in ein 
neues Reaktionsgefäß überführt und mit 1 Volumen Chloroform gemischt. Zur klaren 
Phasentrennung wurde erneut bei RT für 2 min bei 16.000 x g zentrifugiert, die obere 
DNA-haltige Phase in ein neues Reaktionsgefäß überführt und mit Hilfe der 
Ethanolpräzipitation (3.1.6) von verbliebenen Phenolresten gereinigt und konzentriert. 
 
3.1.6 Präzipitation durch Ethanol 
Da Nukleinsäure-Moleküle durch Zugabe von Alkohol in Gegenwart relativ hoher 
Konzentrationen an monovalenten Kationen aggregieren und präzipitieren, ist es möglich, 
Nukleinsäurelösungen zu reinigen oder anzukonzentrieren [124]. Die Fällung erfolgte 
unter Zugabe von 1/10 Vol einer 3 M Natrium-Acetat Lösung pH 5,5 und 2,5 Vol Ethanol 
(99,8% [v/v]). Während der anschließenden Inkubation bei -70 °C für mindestens 20 min 
und einer nachfolgenden Zentrifugation für 15 min bei 4 °C und 16.000 x g wurde die 
präzipitierte DNA sedimentiert. Nach Waschen mit Ethanol (70% [v/v]) und erneuter 
Zentrifugation unter gleichen Bedingungen wurde das Sediment luftgetrocknet und in 




3.1.7 Restriktion von DNA  
Die Plasmid-DNA wurde zur Klonierung oder Analyse mittels Restriktionsendonukleasen 
des Typs II gespalten. Diese sind in der Lage, doppelsträngige DNA an spezifischen, 
meist palindromischen Erkennungssequenzen zu spalten. Für die Hydrolyse mit 
Restriktionsendonukleasen des Typs II sind für jedes Enzym spezifische 
Reaktionsbedingungen nötig. Daher wurden die Endonukleasen stets gemäß den 
Herstellerangaben mit geeigneten Restriktionspuffern, optimalen Temperaturen und falls 
nötig mit 0,01 Volumenanteil BSA verwendet. Waren die Differenzen der optimalen 
Pufferbedingungen zweier Enzyme in einem Restriktionsansatz zu groß, war nach 
Inkubation mit dem ersten Enzym eine Aufreinigung über das NucleoSpin Extract II Kit 
(Macherey & Nagel) bzw. eine Phenol-Chloroform-Extraktion (3.1.5) mit anschließender 
Fällung (3.1.6) nötig. Im Anschluss wurde die Restriktion mit dem zweiten Enzym 
fortgesetzt. Während analytische Ansätze generell 45 min und präparative Ansätze 
mindestens 2 h inkubiert wurden, richteten sich die Inkubationszeiten für Spaltungen nahe 
dem Ende eines Fragmentes, z.B. PCR-Produkte, nach den Empfehlungen des 
Herstellers. Nachfolgend sind zwei Standardansätze aufgezeigt: 
Präparativer Standardansatz   Analytischer Standardansatz   
Puffer (10x) 3 µl Puffer (10x) 1 µl 
Restriktionsenzym/µg DNA x U Restriktionsenzym/µg DNA x U 
H2Obidest. ad 30 µl H2Obidest. ad 10 µl 
 
Für die Berechnung der benötigten Enzymeinheiten (Units U) gilt: 
 µg (Vektor) x Schnitte (Vektor) x Länge [kb] (Referenz) 
Einheiten [U] = –––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––– x 2 
 1 µg (Referenz) x Schnitte (Referenz) x Länge [kb] Vektor 
 
Vektor:  zu spaltendes Plasmid 
Schnitte (Vektor):  Anzahl der Schnittstellen des Enzyms im Plasmid 
Referenz:  je nach Enzym Lambda-DNA (48 kb), Adenovirus-DNA (46 kb) oder T7-DNA (40 kb) 
Schnitte (Referenz): Anzahl der Schnittstellen des Enzyms in der Referenz-DNA (Herstellerangaben) 
 
3.1.8 Dephosphorylierung von DNA 
Um bei Klonierungen eine Rezirkularisierung des gespaltenen Vektors zu verhindern, 
wurden die 5’-Phosphatreste der linearisierten Plasmid-DNA mit Hilfe der alkalischen 
Phosphatase aus Kälberdarm (Calf Intestinal Phosphatase = CIP) abgespalten. Das 
Enzym ist in nahezu allen gebräuchlichen Restriktionspuffern aktiv. Daher erfolgte die 
Dephosphorylierung durch Zugabe von 3 Einheiten Alkalischer Phosphatase direkt zum 
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Restriktionsansatz mit 2 µg linearisiertem Plasmid in einem Gesamtvolumen von 30 µl 
und anschließender Inkubation für 30 min bei 37 °C. Da die DNA-Fragmente 
anschließend über ein Agarosegel (3.1.11) aufgereinigt wurden, war eine spezielle 
Inaktivierung des Enzyms nicht nötig. 
 
3.1.9 Ligation von DNA-Fragmenten 
Bei der Ligation katalysiert eine DNA-Ligase die Bildung einer Phosphodiesterbindung 
zwischen dem endständigen 5’-Phosphatrest und einer 3’-Hydoxylgruppe, wodurch 
doppelsträngige DNA-Fragmente kovalent miteinander verknüpft werden können. Für die 
Ligation eines linearisierten Vektors mit einem DNA-Fragment (Insert) wurde ein molares 
Verhältnis von etwa 1:3 [125] angestrebt. Die Reaktion erfolgte unter Verwendung des 
Rapid DNA Ligation Kits innerhalb von 5-20 min bei RT, wobei standardmäßig ein Ansatz 
mit 10 µl Gesamtvolumen gewählt wurde, der neben etwa 100 ng DNA auch 2 µl  
5x Ligationspuffer und 2,5 U T4 DNA Ligase enthielt. Als Kontrolle der Vektorreligation 
wurde jeweils ein Ansatz ohne Insert identisch behandelt. Die Ligationsansätze konnten 
direkt zur chemischen Transformation (3.1.3) CaCl2-kompetenter Bakterien eingesetzt 
bzw. bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert werden. 
 
3.1.10 In vitro Amplifikation von DNA mittels Polymerase-Kettenreaktion  
Die Polymerase-Kettenreaktion (engl.: Polymerase Chain Reaction, PCR; [126]) 
ermöglicht die gezielte Vervielfältigung eines DNA-Abschnittes, der durch die 
Bindungsstellen zweier spezifischer Oligonukleotid-Primer definiert wird. In einer 
zyklischen Wiederholung wird die doppelsträngige Matrizen-DNA durch Erhitzen auf  
94-98 °C in Einzelstränge getrennt (Denaturierung). Anschließend wird, abhängig von der 
Schmelztemperatur (Tm) der Oligonukleotid-Primer, bis zu einer Temperatur abgekühlt, 
welche die Anlagerung der Primer an die komplementäre DNA-Sequenz ermöglicht 
(Annealing). Die enzymatische Kettenverlängerung (Elongation) findet im 
Temperaturoptimum der thermostabilen DNA-Polymerase (72 °C) statt und richtet sich in 
ihrer Dauer nach der Länge des zu amplifizierenden DNA-Abschnittes und der 
Prozessivität der Polymerase. Mit jedem Zyklus wird die Kopienzahl der Zielsequenz 
verdoppelt. 
 
3.1.10.1 Standard PCR mit der Phusion-Polymerase 
Zur Amplifikation von virusspezifischer cDNA, langen DNA-Fragmenten aus Plasmiden, 
zur Reamplifikation von PCR-Produkten sowie für Klonierungen und PCR-basierte 
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Mutagenese (3.1.10.2) wurde die Phusion High Fidelity DNA-Polymerase (Finnzymes) 
verwendet. Verbunden mit einer hohen Prozessivität verfügt diese Polymerase über eine 
3'-5'-Exonukleaseaktivität (proofreading), durch die 3’ fehlgepaarte Basen korrigiert und 
somit auch bei sehr langen PCR-Produkten äußerst niedrige Fehlerraten erreicht werden. 
Im Folgenden ist ein Standardansatz dargestellt: 
Standard-PCR-Ansatz   
Template DNA (10 ng) 1 µl 
Vorwärtsprimer (10 pmol/µl) 1 µl 
Rückwärtsprimer (10 pmol/µl) 1 µl 
dNTP-Gemisch (10 mM) 1 µl 
5x PCR Reaktionspuffer Phusion HF 10 µl 
Phusion DNA-Polymerase (2 U/µl) 0,5 µl 
H2Obidest. ad 50 µl 
Innerhalb des folgenden allgemeinen PCR-Temperaturprofils wurden die angezeigten 
Reaktionsparameter für Annealing und Elongation entsprechend der verwendeten Primer 
und der Länge des zu amplifizierenden DNA-Abschnittes variiert. 
Initiale Denaturierung 98 °C 1 min  
Denaturierung 98 °C 10 sec  
Annealing Tm -Primer - 5 °C 10 sec         30 x 
Elongation 72 °C 30 sec/kbp  
Finale Elongation 72 °C 5 min  
 8 °C ∞  
 
3.1.10.2 Mutagenese-PCR 
Das Prinzip der Mutagenese-PCR ermöglicht die gezielte Veränderung und 
Neukombination beliebiger DNA-Sequenzen, indem in zwei aufeinander folgenden PCRs 
zwei DNA-Amplifikate aneinander gefügt werden. Zunächst werden die beiden 
Zielsequenzen in zwei separaten PCR-Ansätzen mit je einem sequenzspezifischen und 
einem Mutageneseprimer amplifiziert. Durch die vollständig komplementären Sequenzen 
der beiden Mutageneseprimer ergeben sich auch für die resultierenden DNA-Fragmente 
überlappende 3’- bzw. 5’-Sequenzabschnitte. In einer weiteren PCR-Reaktion 
hybridisieren die komplementären Abschnitte. Die einzelsträngigen Bereiche der DNA-
Matrize werden aufgefüllt und der gesamte DNA-Abschnitt durch die sequenzspezifischen 
Primer exponentiell amplifiziert. Auf diese Weise ist es möglich, definierte Aminosäuren 
innerhalb eines Proteins auf DNA-Ebene durch Veränderung des kodierenden Basen-
Tripletts zu mutieren. Da aber auch ganze Gene oder deren Abschnitte ausgetauscht und 
neu kombiniert werden können, eignet sich das Verfahren auch zur Herstellung von 
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Plasmidsequenzen und chimären Proteinen. 
Für die gerichtete in vitro Mutagenese innerhalb einer Sequenz enthielten die 
Mutageneseprimer die gewünschte Mutation als Basenfehlpaarung, die durch 12 
komplementäre Basen beidseitig flankiert war. Zur Kombination zweier verschiedener 
Proteine auf DNA-Ebene sowie im Rahmen von Klonierungsarbeiten zur Fusion von 
Vektor und Insert wurden Primer, die um 50 Nukleotide überlappen, an der 
entsprechenden Fusionsstelle platziert. Für Klonierungen war es außerdem erforderlich, 
dass das 5’-Ende eines sequenzspezifischen Primers phosphoryliert war, wodurch die 
Zirkularisierung der rekombinierten Fragmente ermöglicht wurde.  
Das Entfernen parentaler DNA erfolgte nach der ersten PCR-Reaktion durch die 
Restriktionsendonuklease DpnI, die ausschließlich aus Bakterien isolierte, methylierte 
DNA erkennt und spaltet, nicht jedoch das methylierte DNA-Amplifikat der PCR angreift. 
Nach Aufreinigung (3.1.11) und Isolierung (3.1.13) der DNA-Fragmente wurden sie in 
einem molaren Verhältnis von 1:1 in die zweite PCR-Reaktion eingesetzt und ein 
durchgehendes Produkt synthetisiert. Das rekombinierte Fragment wurde mit dem 
NucleoSpin® Extract II Kit (3.1.14) aufgereinigt und in die Transfektion eukaryoter Zellen 
(3.2.3) eingesetzt. Alternativ wurde das DNA-Fragment zunächst, wie unter 3.1.11 und 
3.1.13 beschrieben, aufgereinigt und isoliert, um dann in die Ligation und Transformation 
in E. coli Bakterien (3.1.3) eingesetzt zu werden. Abschließend wurden sämtliche durch 
PCR generierte Abschnitte durch Sequenzierung überprüft und gezielte Mutationen 
bestätigt. 
 
3.1.10.3 Analyse von Bakterienklonen mittels PCR (Screening-PCR) 
Zur Überprüfung der Orientierung eines klonierten DNA-Fragmentes innerhalb eines 
Plasmides wurden die gewachsenen Einzelkolonien mit einer Pipettenspitze direkt von 
der selektiven LB-Agar-Platte abgenommen und zur Inokulation von 5 ml LB-Medium mit 
Carbenicillin (1:1000) verwendet. Die restlichen an der Pipettenspitze haftenden Bakterien 
wurden mit einem vorbereiteten PCR-Ansatz gemischt. Bei der Wahl der gegenläufigen 
Oligonukleotide war darauf zu achten, dass einer der Primer an das Insert und der andere 
an den Vektoranteil bindet. Ergab die PCR nach Auftrennung durch ein analytisches 
Agarosegel die gewünschte Fragmentgröße, konnte davon ausgegangen werden, dass 
das Insert mit richtiger Orientierung in das Plasmid eingebaut wurde. Zur zusätzlichen 
Kontrolle wurde das Plasmid aus den Bakterien isoliert und mittels Hydrolyse durch 
geeignete Restriktionsendonukleasen analysiert. Nachfolgend ist ein allgemeiner 




Screnning-PCR-Ansatz   
Template DNA Bakterienkolonie 
Vorwärtsprimer (10 pmol/µl) 0,4 µl 
Rückwärtsprimer (10 pmol/µl) 0,4 µl 
dNTP-Gemisch (10 mM) 0,4 µl 
10x Reaktionspuffer Tag  2 µl 
Taq DNA-Polymerase (5 U/µl) 0,1 µl 
H2Obidest. ad 20 µl 
Für die Amplifikation der Zielsequenz wurden folgende Reaktionsparameter gewählt: 
Initiale Denaturierung 95 °C 2 min  
Denaturierung 95 °C 30 sec  
Annealing Tm -Primer - 5 °C 1 min         30 x 
Elongation 72 °C 1 min/kb  
Finale Elongation 72 °C 10 min  
 8 °C ∞  
 
3.1.10.4 Reverse Transkriptions-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) 
Bei der reversen Transkriptions-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) katalysieren RNA-
abhängige DNA-Polymerasen das Umschreiben von RNA zu komplementären DNA-
Strängen (cDNA). Die cDNA wird anschließend als Matrize zur Amplifikation definierter 
Sequenzen in Standard-PCRs eingesetzt.  
Die cDNA Synthese erfolgte mit Hilfe der Superscript III Reverse Transkriptase oder der 
ThermoScript Reverse Transkriptase, wobei sich letztere aufgrund einer hohen 
Thermostabilität besonders zum Umschreiben sekundärstrukturreicher RNA eignet. Im 
Folgenden ist jeweils ein Standardansatz für beide Transkriptasen dargestellt: 
cDNA-Synthese mit der Superscript III Reverse Transkriptase 
Primer-Mix RNA 6 µl 
 Vorwärtsprimer (10 pmol/µl) 2 µl 
 Rückwärtsprimer (10 pmol/µl) 2 µl 
Der Primer-Mix wurde für 15 min bei 70 °C inkubiert und anschließend auf Eis abgekühlt. 
RT-Mix 5x First Strand Puffer  4 µl 
 DTT (0,1 M) 2 µl 
 dNTP-Gemisch (10 mM) 1 µl 





Primer- und RT-Mix wurden vereint und die cDNA durch folgendes Reaktionsprofil 
synthetisiert.  
Reaktionsprofil  50 °C 2 min 
 Pause 50 °C          (Zugabe je 0,6 µl SuperSript III (200 U/µl) 
  50 °C 30 min 
  55 °C 5 min 
  50 °C 20 min 
  60 °C 1 min 
  50 °C 10 min 
  70 °C 15 min 
    4 °C 10 min 
Abschließend wurde die RNA durch Zugabe von RNaseH (2 U/µl pro Ansatz) bei 37 °C 
für 20 min entfernt. Nach Inaktivierung des Enzyms bei 4 °C für 20 min wurde die cDNA 
umgehend in eine Standard-PCR (3.1.10.1) eingesetzt.  
 
cDNA-Synthese mit der ThermoSript Reverse Transkriptase 
Mix 1 RNA 2 µl 
 Vorwärtsprimer (10 pmol/µl) 1 µl 
 Rückwärtsprimer (10 pmol/µl) 1 µl 
 dNTP-Gemisch (10 mM) 1 µl 
 H2Obidest. ad 12 µl 
Der Ansatz wurde für 5 min bei 65 °C inkubiert und anschließend auf Eis gelagert. 
Mix 2 5x cDNA Synthesis Puffer  4 µl 
 DTT (0,1 M) 1 µl 
 RNaseOUT (40 U/µl) 1 µl 
 Thermoscript RT (15 U/µl) 1 µl 
 H2Obidest. ad 8 µl 
Nach Vereinigung beider Mixe erfolgte die cDNA-Synthese bei 65 °C für 60 min. Die 
resultierende cDNA wurde nach Inaktivierung der Thermoscript RT bei 85 °C für 5 min 
umgehend in einer Standard-PCR (3.1.10.1) eingesetzt. 
 
3.1.10.5 Quantitative real-time RT-PCR 
Um die Kopienzahl von MOPV-RNA in Zellkulturüberständen zu bestimmen, wurde die 
quantitative real-time RT-PCR verwendet. Dabei handelt es sich um eine Kombination von 
RT-PCR und konventioneller Amplifikation der cDNA, mit der eine gleichzeitige 
Quantifizierung neu entstandener DNA-Moleküle möglich ist. Die Quantifizierung der 
Amplifikate erfolgte mit Hilfe des interkalierenden Fluoreszenzfarbstoffes SYBR® Green 
unter Verwendung des QuantiTect SYBR Green RT-PCR Kit von QIAGEN. Anhand einer 
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Standardreihe mit bekannter RNA-Kopienzahl konnte die Konzentration der zu 
untersuchenden Probe berechnet werden. 
Quantitative real-time RT-PCR Ansatz für MOPV 
Template RNA 5 µl 
Vorwärtsprimer MO_S_2386 (10 pmol/µl) 1 µl 
Rückwärtsprimer MO_S_2610 (10 pmol/µl) 1 µl 
2x QuantiTect SYBR Green RT-PCR Master Mix 10 µl 
QuantiTect RT Mix 0,2 µl 
H2Obidest. ad 20 µl 
Für die Amplifikation der Zielsequenz wurden folgende Reaktionsparameter gewählt: 
Reverse Transkription 50 °C 20 min  
Aktivierung der HotStarTaq DNA Polymerase 95 °C 15 min  
Denaturierung 94 °C 15 sec        44 x 
Annealing 55 °C 20 sec  
Elongation 72 °C 30 sec  
 
3.1.11 Standard-Agarosegelelektrophorese 
Die analytische und präparative Auftrennung von DNA erfolgte größenabhängig mittels 
horizontaler Flachbettgelelektrophorese [124]. Die Agarosekonzentration wurde je nach 
Größe der zu analysierenden Nukleinsäurefragmente gewählt und lag zwischen 0,7-2% 
(w/v) gelöst in 1x TAE-Puffer. Die Proben wurden vor dem Auftragen mit 0,1 fachem 
Volumen 6x Probenpuffer versetzt. Zur Größenbestimmung der Nukleinsäurefragmente 
wurde parallel zu den Proben ein Längenstandard bekannter DNA-Molekül-Größen bei 
konstanter Spannung von 100-140 V in TAE-Puffer aufgetrennt. In analytischen Gelen 
wurde die DNA anschließend mit Hilfe des Fluorophors Ethidiumbromid unter UV-Licht 
der Wellenlänge 254 nm oder 366 nm einer Photodokumentationsanlage detektiert und 
dokumentiert. In einem 0,8-1%-igen präparativen Agarosegel (3.1.11) aufgetrennte DNA-
Fragmente konnten bei Bedarf, nach Visualisierung der Nukleinsäuren auf dem Blautisch 
mittels SYBR-Green (1:1000 in 1x TAE-Puffer), ausgeschnitten und wie unter Abschnitt 
(3.1.13) beschrieben zurückgewonnen werden. 
 
3.1.12 Denaturierende Gelelektrophorese 
Gesamtzell-RNA (5-10 µg), die für die Hybridisierung mit radioaktiv markierten Sonden 
vorgesehen war, wurde zur Vermeidung von RNA-Sekundärstrukturen unter 
denaturierenden Bedingungen in Gegenwart von Formaldehyd und Formamid in  
1,5%-igen Agarosegelen aufgetrennt. Bestehende Sekundärstrukturen wurden durch 
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Inkubation der RNA-Proben (5-10 µg) in einem Formaldehyd/Formamid-haltigen 
Probenlaufpuffer bei 65 °C für 15 min aufgelöst. Im Anschluss wurde die RNA sofort auf 
Eis gelagert und nach Zugabe von 6 µl Formaldehyd-Probenauftragspuffer auf das Gel 
aufgetragen. Nach einem Vorlauf des unbeladenen Gels für 5 min bei 200 V erfolgte unter 
einer konstanten Spannung von 120 V die elektrophoretische Auftrennung der RNA. Zur 
Entfernung des Formaldehyds wurde das Gel dreimal mit nukleasefreiem Wasser 
gewaschen und letztendlich in den Northern Blot (3.1.20) eingesetzt. 
 
3.1.13 DNA-Extraktion aus Agarosegelen 
Die Gewinnung und Reinigung von DNA aus Agarosegelen erfolgte mittels QIAEX II® Gel 
Extraction Kit. Hierbei dienen Silicapartikel als Trägermaterial der Nukleinsäure [127]. Die 
gewünschten, mit SYBR-Green angefärbten DNA-Fragmente wurden aus einem 
präparativen Agarosegel ausgeschnitten, in ein Reaktionsgefäß überführt und nach 
Angaben des Herstellers extrahiert. Die erfolgreiche Elution wurde abschließend mittels 
Agarosegelektrophorese überprüft. 
 
3.1.14 Aufreinigung von PCR-Produkten 
PCR-Produkte wurden, sofern die Auftrennung in einem präparativen Agarosegel und 
anschließende Extraktion wie unter (3.1.13) beschrieben unnötig waren, direkt nach der 
PCR-Reaktion mit dem NucleoSpin® Extract II Kit der Firma Macherey & Nagel nach 
Herstellerangaben aufgereinigt. Alternativ konnten PCR-Produkte durch Ethanol gereinigt 
und nachfolgend präzipitiert werden (3.1.6) 
 
3.1.15 Konzentrationsbestimmung und Reinheitskontrolle von Nukleinsäuren 
Die Konzentration gereinigter Nukleinsäure-Lösungen wurde spektrophotometrisch bei 
einer Wellenlänge von λ = 260 nm (Absorptionsmaximum von DNA) gegen H2O bestimmt. 
Folgende Näherungswerte wurden zugrunde gelegt. 
Einzelsträngige RNA:  1 OD260nm ~ 40 μg/ml 
Doppelsträngige DNA:  1 OD260nm ~ 50 μg/ml 
Als Kriterium für die Reinheit der Nukleinsäure-Präparation wurde das Verhältnis 
OD260/OD280 herangezogen. Bei reinen Nukleinsäure-Lösungen liegt dieser Wert bei 1,8 
(abhängig vom GC-Gehalt). Niedrigere Quotienten lassen auf Verunreinigungen durch 




3.1.16 Sequenzierung von DNA 
Die Sequenzierung der DNA Proben erfolgte durch Eurofins MWG Operon oder SeqLab 
Sequence Laboratories Göttingen gemäß der Didesoxynukleotid-Kettenabbruchmethode 
[128]. Die zu sequenzierenden Proben wurden den Empfehlungen der jeweiligen 
Sequenzierungsfirma entsprechend vorbereitet. 
 
3.1.17 Isolierung von Virus-RNA 
Die Isolation von viraler RNA aus Zellkulturüberstand erfolgte mittels QiaAmp® Viral RNA 
Mini Kit, wobei die RNA selektiv an eine Silicagelmembran gebunden und aufgereinigt 
wird. Die Aufreinigung wurde gemäß Herstellerangaben durchgeführt. Hierbei wird die 
RNA durch 560 µl AVL-Puffer (10 mg/ml Carrier-RNA) unter stark denaturierenden 
Bedingungen aus 140 µl virushaltigem Zellkulturüberstand isoliert, in 560 µl Ethanol 
aufgenommen und durch Zentrifugation an die Silicagelmembran gebunden. 
Kontaminationen wurden durch Waschen der Säule mit zwei verschiedenen Ethanol-
haltigen Puffern entfernt, die RNA durch RNase-freies Wasser von der Säule eluiert und 
bis zur weiteren Verwendung bei -70 °C gelagert. 
 
3.1.18 Isolierung von Gesamtzell-RNA aus Zellkultur 
Die Gesamtzell-RNA aus transfizierten BSR-T7/5 Zellen wurde mittels TRIzol-
Aufreinigung isoliert. Die adhärenten Zellen in zwei Kavitäten einer 24-well-Platte wurden 
mit PBS gewaschen, in 1 ml TRIzol lysiert und in einem Reaktionsgefäß vereint. Die 
Lösung wurde sorgfältig mit 260 µl Chloroform gemischt und zur Phasentrennung für  
15 min bei 4 °C und 13.500 x g zentrifugiert. Die RNA aus der oberen wässrigen Phase 
wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt und durch Inkubation mit 666 µl Isopropanol 
für 10 min bei RT sowie einem anschließenden Zentrifugationsschritt für 10 min bei 4 °C 
und 13.500 x g gefällt. Das RNA-Pellet wurde mit 1,3 ml 75% Ethanol gewaschen und 
nach erneuter Zentrifugation für 20 min bei 8500 x g und 4 °C luftgetrocknet. Im 
Anschluss wurde die RNA für 10 min bei 55 °C in 25 μl nukleasefreiem Aqua dest. gelöst 
und bis zur photometrischen Konzentrationsbestimmung und Auftrennung im Agarose-
Formaldehyd-Gel bei -70 °C gelagert. 
 
3.1.19 Radioaktive in vitro Transkription zur Sondenherstellung 
Die Detektion der Replikon-RNA erfolgte im Northern Blot durch eine radioaktiv markierte 
antisense 32P-RNA-Sonde, die sich gegen das Renilla-Luciferasegen auf dem Antigenom 
und die Transkripte richtete. Zur Herstellung der Sonde mittels in vitro Transkription wurde 
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das MEGAscript® T7-Kit von Ambion verwendet und der Reaktionsansatz für 6-8 h bei  
37 °C inkubiert. 
Ansatz der in vitro Transkription zur Sondenherstellung 
ATP 2 µl (7,5 mM) 
GTP 2 µl (7,5 mM) 
UTP 2 µl (7,5 mM) 
32P-CTP (400/mmol) 5 µl (50 µCi) 
10x Reaktionspuffer  2 µl (1x) 
DNA-Matrize 5 µl (500 ng) 
Enzymmix 2 µl  
Im Anschluss wurde die DNA-Matrize durch einen DNase-Verdau mit der Turbo-DNase  
(2 U/µl) des Megascript® T7-Kits bei 37 °C für 30 min entfernt. Nicht eingebaute 
Nukleotide wurden mittels Probe Quant G-50 Micro Columns nach Herstellerangaben 
entfernt. 
 
3.1.20 Northern Blot 
Für den Transfer von elektrophoretisch aufgetrennter RNA (3.1.12) auf eine Hybond-N+ 
Nylonmembran wurde das Kapillarblotverfahren angewendet [129]. 
Der Transfer erfolgte über Nacht in 20x SSC. Danach wurde die RNA durch UV-cross-
linking an die Membran gebunden und zusätzlich mit 5% Essigsäure für 15 min fixiert. Der 
erfolgreiche Transfer wurde durch Anfärben der ribosomalen RNA mit 0,04%-iger 
Methylenblaulösung sichtbar. Um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren, wurde die 
Membran für 1 h bei 68 °C mit Lachssperma-DNA (10 µg/Blot) prähybridisiert. Die 
Lachssperma-DNA wurde vorher bei 95 °C für 5 min denaturiert und nach kurzer 
Lagerung auf Eis in die Vorhybridisierungslösung (2.6) überführt. Anschließend wurde die 
aufgereinigte, 32P markierte antisense-RNA-Sonde (3.1.19) in die Lösung überführt und 
über Nacht bei 68 °C an die spezifischen RNA-Moleküle hybridisiert. Die Membranen 
wurden mit drei unterschiedlichen Lösungen (Waschlösung A-C, siehe 2.6) gewaschen 
und die RNA-Banden mittels Autoradiographie in einem Phosphorimager (FLA-7000, 
Fujifilm) visualisiert. 
 
3.2 Zel lbiologische Methoden 
3.2.1 Kultivierung adhärenter Zellen 
Die adhärent wachsenden eukaryotischen Zelllinien wurden in entsprechendem Medium 
bei 37 °C und 5% CO2 in sterilen Zellkulturflaschen gehalten. Als Nährmedium für die 
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BSR-T7/5 wurde Glasgow Minimum Essential Medium (GMEM) verwendet und zur 
Selektion von T7-Expressionsplasmid-tragenden Zellen in jeder zweiten Zellpassage mit 
dem Antibiotikum (G418) versetzt. Die Kultivierung von BHK-21/J-Zellen erfolgte in 
Earle´s Minimal Essential Medium (MEM), die der Vero-Zellen in Dulbecco’s Modified 
Eeagle’s Medium (DMEM). Zur Passage wurden die konfluent gewachsenen Zellen mit 
sterilem 1x PBS gewaschen und durch Zugabe von Trypsin/EDTA-Lösung für etwa 5 min 
bei 37 °C vom Boden der Zellkulturflasche abgelöst. Um die durch Trypsin/EDTA 
verursachte Proteolyse zu stoppen, wurden die Zellen in mindestens 2x Vol Medium 
aufgenommen, resuspendiert und in einem gewünschten Verhältnis (1:10 oder 1:20) in 
einer neuen Gewebekulturflasche ausgesät und unter oben genannten Bedingungen 
weiter kultiviert.  
Sollten die Säugerzellen längerfristig gelagert werden, wurden die konfluent 
gewachsenen Zellen gewaschen und mit Trypsin/EDTA abgelöst. Nach Zentrifugation bei 
500 x g für 5 min wurde der Überstand verworfen, die Zellen in entsprechendem 
Nährmedium mit 10% DMSO aufgenommen, geeignete Volumina in Kryoröhrchen 
aliquotiert und umgehend bei -70 °C für 24 h eingefroren. Anschließend wurden die Zellen 
zur Lagerung bei -180 °C in flüssigen Stickstoff überführt. Zum Rekultivieren derart 
gelagerter Zellen wurde der gesamte Inhalt eines Kryoröhrchens bei 37 °C aufgetaut, 
tropfenweise mit Vollmedium gemischt und bei 500 x g für 5 min zentrifugiert. Der DMSO-
haltige Überstand wurde verworfen, das Zellsediment in 10 ml Vollmedium aufgenommen, 
in eine 25 cm2-Gewebekulturflasche ausgesät und im Inkubator bei 37 °C und 5% CO2 
kultiviert. 
 
3.2.2 Bestimmung der Zellzahl 
Um nach Trypsin/EDTA-Behandlung (3.2.1) die Zahl lebender Zellen zu ermitteln, wurde 
die Zellsuspension in einem Volumenverhältnis von 1:4 mit 0,04% Typanblaulösung (in 
PBS) verdünnt und in eine Neubauer-Zählkammer überführt. Da sich Trypanblau in die 
Zellmembran toter Zellen einlagert und blau anfärbt, wurden mit Hilfe eines 
Lichtmikroskopes nur die ungefärbten, lebenden Zellen in den vier Quadraten der 
Zählkammer gezählt. Anschließend konnte unter Betrachtung des definierten 
Zählkammervolumens und durch Verrechnung der gezählten Zellen mit dem 
Verdünnungsfaktor auf die Zellkonzentration/ml geschlossen werden:  




3.2.3 Transfektion von Zellen 
Je nach Experiment wurden einen Tag vor Transfektion 2 x 105 BHK-21/J Zellen oder 1 x 
105 BSR-T7/5-Zellen pro Kavität einer 24-well-Zellkulturplatte ausgesät. Um auch in den 
BHK-21/J-Zellen die Expression der T7-RNA-Polymerase zu gewährleisten, wurden diese 
vor der Transfektion mit dem modifizierten Vaccinia-Virus Ankara MVA-T7 (MOI 5) infiziert 
(3.3.1). Sämtliche Transfektionen von Plasmid-DNA wurden mit dem 
Transfektionsreagenz LipofectaminTM 2000 gemäß den Angaben des Herstellers in 
serumfreiem Medium ohne Antibiotika durchgeführt. Hierbei wird die negativ geladene 
DNA von kationischen Phospholipiden umhüllt und in die Zelle aufgenommen. Zur 
Ausbildung der DNA-Liposomenkomplexen wurde eine Lipofectamin-Konzentration von  
3 µl/µg DNA gewählt. Nach einer Inkubation von 4 h bei 37 °C wurden die 
Transfektionsüberstände verworfen und die Zellen mit serumhaltigem Vollmedium für 24 h 
bei 37 °C und 5% CO2 weiterkultiviert. 
 
3.3 Virologische Methoden 
3.3.1 Infektion von BHK-21/J-Zellen mit Vaccinia-Virus MVA-T7 
BHK-21/J-Zellen wurden vor Transfektion mit dem modifizierten Vaccinia-Virus Ankara 
MVA-T7 infiziert. Nach einmaligem Waschen der Zellen mit serumfreiem Nährmedium 
erfolgte die Infektion mit einer Dosis (Multiplicity of Infection = MOI) von 5 in 500 µl 
serumfreiem Nährmedium für 1 h bei 37 °C und 5% CO2. Anschließend wurde das 
virushaltige Inokulat abgenommen, die Zellen erneut gewaschen, mit 200 µl frischem, 
serumfreiem Medium überschichtet und für die Transfektion (3.2.3) eingesetzt. 
 
3.3.2 Anzucht von Arenaviren 
Sollten Zellen mit LASV, MOPV 21366-BNI oder LCMV Armstrong Klon 13 infiziert 
werden, wurden zunächst 1 x 106 Zellen in einer 75 cm2-Gewebekulturflasche ausgesät 
und für 24 h kultiviert (3.2.1). Zur Infektion wurden die Zellen nach einmaligem Waschen 
mit Nährmedium und 2% FCS mit einer MOI von 0,01-0,1 der verschiedenen Virusisolate 
für 1 h bei 37 °C und 5% CO2 inkubiert. Anschließend wurde das Inokulat entfernt, die 
Zellen erneut gewaschen und schließlich in entsprechendem Vollmedium (2.2.8) für 3-4 d 
bei 37 °C und 5% CO2 kultiviert. Je nach Experiment wurde der Zellkulturüberstand zu 
bestimmten Zeiten nach Infektion abgenommen und bis zur weiteren Verwendung bei  
-70 °C gelagert. Die Virusquantifizierung erfolgte mittels virusspezifischer quantitativer 
real-time PCR (3.1.10.5) und über den Nachweis infektiöser Partikel durch den 
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Immunofocus-Assay (3.3.3). Geerntete und in die indirekte Immunfluoreszenz (3.3.4) 
eingesetzte Zellen wurden zur Kontrolle der Infektionsrate herangezogen. 
 
3.3.3 Immunofocus-Assay 
Die Quantifizierung nicht zytopathischer infektiöser Viruspartikel erfolgte durch 
Immunodetektion des Virusantigens innerhalb infizierter Zellareale (Foci). Hierzu wurden 
pro Kavität einer 24-well-Platte 4,17 x 104 Vero-Zellen ausgesät und 24 h später mit 
200 µl virushaltigem Zellkulturüberstand in seriellen 10-fach Verdünnungen infiziert. Nach 
1 h wurde das Inokulat entfernt und durch 2 ml Methylcellulose-DMEM-Overlay 
(Verhältnis 1:1) ersetzt. Nach fünf Tagen Inkubation bei 37 °C und 5% CO2 wurde der 
Overlay entfernt, die Zellen 20 min lang durch 4% Formaldehyd-PBS fixiert und so auch 
das Virus inaktiviert. Die Zellen wurden mit 1x PBS gewaschen, 20 min mit 0,5% Triton-X-
100-PBS (400 µl/Kavität) permeabilisiert, erneut gewaschen und mit 200 µl/Kavität 
Blockierungsreagenz (10% FCS-PBS) versetzt. Nach Inkubation für 1 h bei RT wurde das 
Blockierungsreagenz entfernt und der primäre, virusspezifische Antikörper in 
entsprechender Verdünnung in Blockierungsreagenz (LASV L2F1: 1:30, MOPV 5D9/2: 
1:1000, LCMV mAB Nr.53: 1:250; 200 µl/Kavität) innerhalb 1 h bei RT gebunden. Im 
Anschluss wurden die Zellen dreimal mit 1x PBS gewaschen und mit dem Peroxidase-
gekoppelten Sekundärantikörper (Schaf Anti-Maus IgG, Peroxidase-Konjugat) für 1 h bei 
RT inkubiert. Nach weiteren drei Waschschritten mit 1x PBS erfolgte die Detektion mittels 
präzipitierendem Peroxidasesubstrat (TMB-Substrat, 200 µl/Kavität), das solange auf den 
Zellen verblieb, bis die infizierten Zellen als deutlich blaue Foci erschienen. Aus der 
Anzahl an Zellfoci einer Kavität, die auf einzelnen infektiösen Partikeln basieren, lässt sich 
im Anschluss der Virustiter als Focus forming Unit, FFU, pro ml berechnen. 
 
3.3.4 Indirekte Immunfluoreszenz 
Zur Kontrolle des Viruswachstums in infizierten Zellen und um die Fähigkeit zur 
Replikation und Neuinfektion rekombinanter MOPV nach Transfektion festzustellen, 
wurde die indirekte Immunfluoreszenz verwendet. Dabei kann das virale Antigen durch 
Bindung eines virusspezifischen Primärantikörpers, der seinerseits durch einen 
fluoreszenzmarkierten Sekundärantikörper gebunden wird, indirekt unter dem 
Fluoreszenzmikroskop nachgewiesen werden. Hierzu wurde ein Teil der infizierten bzw. 
transfizierten Zellen nach Passage in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt, bei 900 x g für 
1 min sedimentiert und sorgfältig in einem Volumenverhältnis von 1:1 in 1x PBS 
resupendiert. Anschließend wurde ein geeignetes Volumen der Zellsuspension in die 
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Vertiefung eines Objektträgers gegeben und unmittelbar danach wieder entfernt. Die 
verbliebene dünne Zellschicht wurde bei RT getrocknet, für 15 min in Aceton fixiert und 
gleichzeitig das Virus inaktiviert. Nach erneutem Trocknen wurden 10 µl des ersten 
Antikörpers pro Vertiefung zugegeben. Zur Detektion des LASV-NP wurde der 
monoklonale Antikörper L2F1 1:30 in PBS verdünnt. Während für den Nachweis des 
MOPV NP der monoklonale anti-MOPV Antikörper 5D9/2 (1:10 in PBS) verwendet wurde, 
erfolgte die Detektion des LCMV NP durch einen monoklonalen anti-LCMV-NP mAB 
Nr.53 Antikörper in einer 1:100 Verdünnung in PBS. Nach einer einstündigen Inkubation 
in einer feuchten Kammer bei 37°C entfernte dreimaliges Waschen mit 1x PBS 
überschüssige Antikörper. Die Bindung des zweiten Antikörpers (anti-Maus Ziege IgG, 
FITC-Konjugat, 1:40 in PBS) wurde durch eine Inkubationszeit von 1 h bei 37° C in einer 
feuchten Kammer gewährleistet. Die Zellen wurden erneut gewaschen und 
fluoreszenzmikroskopisch beurteilt. 
 
3.4 Proteinbiochemische Methoden 
3.4.1 Nachweis von Proteinexpression in transfizierten Zellen 
Für Proteinexpressionsanalysen wurden 1 x 105 BSR-T7/5- oder 2 x 105 BHK-21/J-Zellen 
pro Kavität einer 24-well-Platte ausgesät, 24 h später mit MVA-T7 (MOI 5) infiziert (3.3.1) 
und mit 500 ng der entsprechenden T7-Expressionsplasmide transfiziert (3.3.1). Zur 
Proteingewinnung wurden die Zellen 24 h nach Transfektion mit 1x PBS gewaschen und 
mit 50-100 µl Triton-Lysepuffer (2.6), versetzt mit 1x Complete Protease Inhibitor Cocktail 
(Roche), für 10 min auf Eis lysiert. Das Zelllysat wurde zum Pelletieren unlöslicher 
Bestandteile bei 12.000 x g und 4 °C für 15 min in einem Reaktionsgefäß zentrifugiert, die 
geklärten Lysate in ein neues Reaktionsgefäß überführt und mit 4x NuPAGE LDS 
Ladepuffer und 1 M DTT 1:10 versetzt. Nach Erhitzen bei 70 °C für 10 min wurden die 
denaturierten Proben entweder direkt mittels SDS-PAGE aufgetrennt und per Western 
Blot analysiert oder bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert. 
 
3.4.2 Ko-Immunpräzipitation 
Das Prinzip der Immunpräzipitation beruht auf der spezifischen Bindung eines Antikörpers 
an sein Antigen und wird zur Isolierung von Proteinen samt Interaktionspartner aus 
Proteingemischen genutzt. Auf diese Weise lassen sich unter nativen Bedingungen 
Wechselwirkungen zwischen Proteinen nachweisen und analysieren. 
Für die Ko-Immunpräzipitation wurden 2 x 105 BHK-21/J-Zellen pro Kavität einer 24-well-
Platte ausgesät und 24 h später mit MVA-T7 (MOI 5) infiziert (3.3.1). Zellen zweier 
METHODEN 
44 
Kavitäten wurden mit je 500 ng T7-Expressionsplasmid der zu untersuchenden 
Interaktionspartner transfiziert (3.3.1) und die Proteinproben wie unter Abschnitt 3.4.1 
beschrieben durch 200 µl Triton-Lysepuffer und 1x Complete Protease Inhibitor Cocktail 
(Roche) unter nicht denaturierenden Bedingungen gewonnen. Von den geklärten 
Zelllysaten wurden 50 µl durch Erhitzen bei 70 °C in 4x NUPAGE LDS Ladepuffer und 
1 M DTT 1:10 für die Analyse im Western Blot vorbereitet (3.4.4). Die restlichen 150 µl 
wurden in die Immunpräzipitation eingesetzt und mit 300 µl 2x TNA-Bindepuffer, 150 µl 
H2O und 1 µl anti-HA-Antikörper (0,5-0,7 mg/ml) über Nacht bei 4 °C auf einem Schüttler 
inkubiert. Zum Präzipitieren wurde der Protein-Antikörper-Komplex durch Inkubation für 
mindestens 1 h bei 4 °C auf einem Schüttler an 50 µl äquilibrierte Protein-A-Sepharose 
gebunden und schließlich durch Zentrifugation für 1 min bei 12.000 x g und 4 °C 
ausgefällt. Nach drei Waschschritten mit 1 ml 1x TNA und einmaligem Waschen mit 1 ml 
1x TNE wurde das Sepharose-Sediment zur Auftrennung durch SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) in selbst hergestellten Polyacrylamidgelen (3.4.3) in 30 µl 
Laemmli-Ladepuffer, mit 5% β-Mercaptoethanol, aufgenommen und 10 min bei 95° C 
erhitzt. Bei Verwendung kommerzieller Gradientengele (3.4.3) wurde das Sediment in  
50 µl 4x NuPage LDS Ladepuffer mit 1:10 1 M DTT für 10 min bei 70 °C erhitzt. Die 
Inkubation bei hohen Temperaturen unter Anwesenheit von β-Mercaptoethanol bzw. DTT 
führt durch Aufbrechen von Disulfidbrücken zur Denaturierung nativ gefalteter Proteine, 
die so gleichzeitig von der Sepharose gelöst werden. Durch Zentrifugation für 1 min bei 
12.000 x g und 4 °C wurde die Sepharose sedimentiert, der proteinhaltige Überstand in 
ein neues Reaktionsgefäß überführt und in die Analyse per SDS-PAGE (3.4.3) und 
anschließendem Western Blot (3.4.4) eingesetzt. 
 
3.4.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 
Proteine lassen sich unter denaturierenden Bedingungen gemäß ihrer molaren Masse 
durch die diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese auftrennen. Vor der 
eigentlichen Auftrennung im Trenngel werden die Proteine zunächst in einem als 
Sammelgel bezeichneten Gelabschnitt fokussiert [130]. 
Zur Herstellung beider Gelabschnitte wurde zuerst das Trenngel (8 oder 12%, je nach 
Proteingröße) zwischen zwei gereinigte und in einen Gießstand eingespannte Glasplatten 
gegossen und bis zur Polymerisation mit Isopropanol bedeckt. Die auf diese Weise 
geglättete Abschlusskante des Trenngels wurde zweimal mit Aqua dest. gespült, 
anschließend mit der Sammelgellösung (4%) überschichtet und der Geltaschenkamm 
eingesetzt. Die exakte Zusammensetzung der verwendeten Gele ist dem Abschnitt 2.6 zu 
entnehmen. Nach Polymerisation wurde das Gel in eine mit Laemmli-Laufpuffer gefüllte 
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Elektrophoresekammer (Mini-Trans-Blot® Elektrophorese-Systems, Biorad) gespannt. Die 
Geltaschen wurden mehrfach mit Laufpuffer gespült und mit 12 µl der vorbereiteten 
Proben (3.4.2) beladen. Bei einer Spannung von 80 V durchliefen die Proteine 
geschlossen das Sammelgel, um daraufhin bei 120 V für 60-90 min im Trenngel 
entsprechend ihrer Größe aufgetrennt zu werden. 
Alternativ wurden auch kommerzielle Gradientengele verwendet. Da diese Gele über 
einen sehr großen Auftrennungsbereich verfügen, eignen sie sich besonders zur 
parallelen Auftrennung von Proteinen mit unterschiedlichem Molekulargewicht. 
Standardmäßig wurden 4-12% NuPAGE Bis-Tris Gradientengele (Invitrogen) gemäß den 
Herstellerangaben verwendet. Die elektrophoretische Auftrennung der vorbereiteten 
Proteinproben (3.4.1 und 3.4.2) erfolgte mit Hilfe des Minigel- oder Midigel-Systems XCell 
(Invitrogen) in 1x MOPS-Laufpuffer bei 200 V für 60 min. 
Zur Bestimmung des Molekulargewichts wurden der PageRuler™ Prestained oder der 
PageRuler™ Plus Prestained Protein-Standard (Invitrogen) eingesetzt. Die Gele wurden 
anschließend per Western Blot analysiert. 
 
3.4.4 Western Blot und Nachweis von Proteinen 
Für den spezifischen Nachweis wurden zuvor in der SDS-PAGE aufgetrennte Proteine 
irreversibel auf eine Nitrozellulosemembran übertragen (Western Blot) und anschließend 
durch Antikörperbindung detektiert. Der Western Blot erfolgte mit dem XCell II Blot Modul 
(Invitrogen), Mini-Trans-Blot® Elektrophorese-Systems (Biorad) oder PerfectBlue SEDEC 
Semi-Dry Blotting System (Peqlab) nach Richtlinien des jeweiligen Herstellers. Nach dem 
Transfer auf die Nitrozellulosemembran wurden die Proteine 2 min mit Fast-Green-
Lösung (2% Fast-Green in 10%-iger Essigsäure) angefärbt. Durch Waschen mit 10% 
Essigsäure und reichlich Aqua dest. wurde überschüssiges Fast-Green entfernt und die 
Proteinbanden des Markers gut sichtbar. Im Anschluss wurden freie Antikörper-
Bindestellen der Membran über Nacht bei RT durch 1x Roti-Block blockiert. Die 
entsprechenden Meerrettich-Peroxidase (POD) gekoppelten Antikörper wurden 1:10.000 
in PBS/0,05% Tween verdünnt und während einer einstündigen Inkubation bei RT 
gebunden. Vor und nach jeder Inkubation mit einem Antikörper wurde die Membran je 
dreimal für 10 min mit PBS/0,05% Tween gewaschen. Der Nachweis der Proteine erfolgte 
durch Chemilumineszenz mit Hilfe des SuperSignal West Pico Peroxidase-Substrats und 




3.4.5 Messung der Luciferaseaktivität  
Der Luciferase-Assay basiert auf Reportergenen (luc-Gen), die Biolumineszenz 
hervorrufen. Beispiele hierfür sind die Firefly-Luciferase aus dem Leuchtkäfer (Photinus 
pyralis) oder die Renilla-Luciferase aus der gemeinen Seefeder (Renilla reniformis). Beide 
Enzyme katalysieren durch Umsetzung spezifischer Substrate die Emission von Licht, 
welches anschließend quantitativ in einem Luminometer detektiert wird. Die Firefly-
Luciferase katalysiert die ATP-abhängige oxidative Decarboxylierung von Luciferin, 
während die Renilla-Luciferase die Oxidation von Coelenterazin katalysiert. 
1. Lichtmessung durch Firefly-Luciferase: 
 
Käfer-Luciferin + ATP + O2                                        Oxyluciferin + AMP + PPi + CO2 +Licht 
 
2. Lichtmessung durch Renilla-Luciferase 
 
Coelenterazin + O2                                     Coelenteramid + CO2 + Licht 
Da die gemessene Lichtemission proportional zur Luciferasemenge im Zelllysat ist, kann 
indirekt auf die Expressionsrate des Reportergens geschlossen werden. Die Messung der 
Luciferase-Aktivität erfolgte unter Verwendung des Dual-Luciferase Reporter Assay 
Systems. Die Lyse der Zellen erfolgte 24 h Stunden nach Transfektion und einem 
Waschschritt mit 1x PBS durch 100 µl Lysepuffer (Passive Lysis Buffer (PLB), Promega) 
pro Kavität einer 24-well-Platte für 20 min bei RT auf einem Schüttler. Von den durch 
Zentrifugation bei 16.000 x g und 4 °C für 30 sec geklärten Lysaten wurden je 20 µl in den 
Luciferase-Assay eingesetzt und die Firefly- und Renilla-Luciferase-Aktivität nach 








4.1 Speziesübergreifende Untersuchungen des Repl ikationskomplexes 
von Altwelt -Arenaviren 
Für die einzelnen Komponenten der Replikations- und Transkriptionsmaschinerie von 
Altwelt-Arenaviren, zu denen Genom, NP, L- und Z-Protein zählen, wurden bis dato 
umfangreiche Informationen gesammelt. Allerdings ist wenig darüber bekannt, wie diese 
Komponenten miteinander interagieren und ob sie auch über Speziesgrenzen hinweg 
funktionell sind. Daher sollte die physische und funktionelle Interaktion der Komponenten 
von LASV, MOPV und LCMV untersucht werden. Da die Untersuchungen im Kontext von 
Replikonsystemen erfolgen sollten, mussten zuerst entsprechende Replikonsysteme für 
MOPV und LCMV etabliert werden. Für das LASV lag aus Vorarbeiten [79] bereits ein 
etabliertes System vor. 
 
4.1.1 Etablierung von Replikonsystemen für MOPV und LCMV 
Als Basis des MOPV-Replikonsystems diente der MOPV Stamm AN 21366-BNI, dessen 
Konsensussequenz zu Beginn dieser Arbeit ermittelt wurde (Genbank Nr.: JN561684 und 
JN561685). Grundlage des LCMV-Replikonsystems war der LCMV Stamm Armstrong 
Klon 13. Die viralen Proteine NP, Z und L sowie die Minigenome (MG) sollten in Analogie 
zu dem bereits publizierten Replikonsystem für LASV [79] konstruiert werden und unter 
Kontrolle eines T7-Promotors stehen. Durch Verwendung eines T7-Expressionssystems 
werden das MG und die viralen Proteine analog zum natürlichen Replikationszyklus im 
Zytoplasma der Wirtszelle exprimiert. Für die Expression der Proteine wurde der Vektor 
pCITE-2a mit folgenden funktionellen Elementen gewählt: T7-Promotor – IRES-Element 
zur Cap-unabhängigen Translation – NcoI-Schnittstelle (5’-CCATGG) mit Startcodon des 
Vektors am Beginn der multiplen Klonierungsregion (MCS). Der Sequenzkontext der 
NcoI-Schnittstelle entspricht außerdem einer optimalen KOZAK-Sequenz zur Initiation der 
Translation an eukaryotischen Ribosomen. Das MG wurde auf Basis des Vektors pX12ΔT 
[131] konstruiert. 
 
4.1.1.1 Herstellung der Expressionsplasmide für MOPV NP und Z-Protein  
Zur Herstellung von pCITE-Mop-NP und pCITE-Mop-Z wurde aufgereinigte MOPV-RNA 
initial jeweils mit einem genspezifischen Primer und einem Mutageneseprimer revers 
transkribiert und amplifiziert. Die MOPV Gene wurden daraufhin über das Verfahren der 
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Mutagenese-PCR (Abbildung 4.1) in den pCITE-2a Vektor eingebracht. In Abbildung 4.1 
ist die Klonierungsstrategie schematisch dargestellt. Die korrekte Sequenz der Klone 
wurde per Sequenzierung überprüft. In allen resultierenden NP-Gen-Sequenzen lagen 
Abweichungen von der Konsensussequenz des AN 21366-BNI-Stammes vor, die über 
gerichtete in vitro Mutagenese (3.1.10.2) oder durch Kombination mutationsfreier 
Sequenzabschnitte verschiedener Klone entfernt wurden. Die endgültige Sequenz des 
pCITE-Mop-NP entsprach bis auf einen stillen Basenaustausch von Adenin (A) zu Guanin 
(G) an Aminosäureposition 198 der Konsensussequenz des NP-Gens. Die klonierte  
Z-Gen-Sequenz des verwendeten pCITE-Mop-Z entsprach exakt der Konsensussequenz 




Abbildung 4.1: Schematische Darstellung der Mutagenese-PCR. Zur Herstellung überlappender PCR-
Fragmente werden Insert und Vektor zunächst in zwei separaten PCR-Ansätzen mit je einem flankierenden 
und einem Mutageneseprimer amplifiziert. Die Mutageneseprimer enthalten Sequenzabschnitte des jeweils 
anderen Konstruktes (rot gekennzeichnet). In der Fusions-PCR hybridisieren die überlappenden PCR-
Fragmente, gleichzeitig wird das Fusions-Produkt durch die flankierenden Primer amplifiziert. Durch 
Phosphorylierung des 5’-Endes eines Primers kann das PCR-Produkt durch Ligation zirkularisiert werden. 
 
4.1.1.2 Herstellung des Expressionsplasmides für das MOPV L-Protein  
Aufgrund seiner Größe von 6,7 kb wurde das MOPV L-Gen aus drei ungefähr gleich 
großen Fragmenten zusammengesetzt. Für die spätere Konstruktion des pCITE-Mop-L 
wurde zunächst über gerichtete in vitro Mutagenese (3.1.10.2) eine einzelne MluI- 
Schnittstelle in das Ampicillin-Resistenz-Gen des pCITE-2a Vektors inseriert. Die cDNA 
der drei überlappenden MOPV L-Gen Fragmente wurde durch reverse Transkription unter 
Verwendung genspezifischer Primer hergestellt und anschließend amplifiziert. Die 
Klonierung der einzelnen Fragmente erfolgte mit Hilfe der Mutagenese-PCR (3.1.10.2, 
Abbildung 4.1) in den modifizierten pCITE-2a (MluI) Vektor. Die korrekte Sequenz der 
MOPV L-Fragmente wurde mittels Sequenzierung überprüft und Abweichungen von der 
Konsensussequenz über gerichtete in vitro Mutagenese (3.1.10.2) oder durch 
ERGEBNISSE 
49 
Kombination mutationsfreier Sequenzabschnitte verschiedener Klone korrigiert. 
Anschließend wurden die drei Fragmente zur Generierung eines MOPV L-Protein 
Expressionsplasmides zusammengesetzt (Abbildung 4.2). Hierzu dienten die singuläre 
MluI-Schnittstelle des pCITE-2a Vektors und Restriktionsschnittstellen, die 
natürlicherweise in den L-Gen Fragmenten vorlagen. Da sich die MluI-Schnittstelle im 
Ampicillin-Resistenz-Gen befindet, konnten nur korrekt kombinierte Plasmide unter 
selektiven Bedingungen angezogen werden. Zunächst wurden die Fragmente L2 und L3 
zusammengesetzt. Die Ligation des MluI-AvaI Fragmentes von pCITE-Mop-L2 mit dem 
AvaI-MluI Fragment von pCITE-Mop-L3 resultierte in pCITE-Mop-L2/3. Zur Kombination 
von L1 mit L2/3 wurde das MluI-SpeI Fragment von pCITE-Mop-L1 mit dem SpeI-MluI 
Fragment von pCITE-L2/3 ligiert und ergab das vollständige L-Protein 
Expressionsplasmid pCITE-Mop-L. Die korrekte Sequenz der Plasmide wurde durch 
Sequenzierung überprüft. Die endgültige Sequenz des verwendeten L-Gens entsprach 
der Konsensussequenz des MOPV AN 21366-BNI mit Ausnahme eines stillen 
Basenaustausches von A zu G an Aminosäureposition 2892 und von G zu A an 





Abbildung 4.2: Schematische Darstellung der Klonierung des MOPV L-Protein Expressionsplasmids. 
Das L-Gen wurde in 3 Fragmenten amplifiziert und in den Vektor pCITE-2a kloniert. Die Fragmentgrenzen 
sind oberhalb und die verwendeten Restriktionsenzyme unterhalb der jeweiligen Fragmente angegeben. Die 
einzelnen Fragmente wurden mit Hilfe der Mutagenese-PCR in pCITE-2a kloniert. Die Pfeile markieren die 





4.1.1.3 Herstellung der Expressionsplasmide für LCMV NP, Z- und L-Protein 
Zu Beginn dieser Arbeit lagen die Gene für LCMV NP, Z- und L-Protein im 
Expressionsvektor pCAGGS unter der Kontrolle eines RNA-Polymerase-II-Promotors vor 
[132]. Da für die Expression der viralen Proteine das T7-RNA-Polymerase System 
verwendet werden sollte, war es erforderlich, die entsprechenden LCMV Gene in den 
Vektor pCITE-2a unter Kontrolle eines T7-Promotors umzuklonieren. Für die Herstellung 
von pCITE-LCM-Z und pCITE-LCM-NP wurden die viralen Gene über das Verfahren der 
Mutagenese-PCR (3.1.10.2, Abbildung 4.1) in pCITE-2a eingebracht. Zur Konstruktion 
des pCITE-LCM-L erfolgte zunächst die parallele Amplifikation des kompletten LCMV  
L-Gens und des pCITE-2a Vektors. Durch die hierfür verwendeten Primer wurde 
stromabwärts vom 3’-Ende des L-Gens und innerhalb des Vektors eine singuläre NotI-
Schnittstelle generiert. Zur Erzeugung je eines überlappenden, einzelsträngigen DNA-
Endes wurden die beiden PCR-Produkte mit der Restriktionsendonuklease NotI gespalten 
und das L-Gen so in gerichteter Orientierung mit pCITE-2a ligiert. Die Sequenzen der 
klonierten Gene für das LCMV NP, Z- und L-Protein wurden analysiert und entsprachen 
exakt der Konsensussequenz des LCMV Armstrong Klon 13 (Genbank Nr.: DQ361065 
und DQ361066).  
Die Expressionsplasmide für die viralen Proteine des MOPV AN 21366-BNI und des 
LCMV Klons 13 sind schematisch in der Abbildung 4.3 dargestellt. Alle Plasmide 




Abbildung 4.3: Schematische Darstellung der T7-Expressionsplasmide für die viralen Proteine L und Z 
sowie für NP. T7p: T7-RNA-Polymerase-Promotor, IRES: Internal Ribosomal Entry Site. 
 
4.1.1.4 Herstellung von markierten Protein-Expressionsplasmiden 
Um das Expressionsniveau der NP, Z- und L-Proteine des LASV, MOPV und LCMV 
beurteilen zu können, wurden die Proteine C-terminal mit HA- oder FLAG-Epitopen 
fusioniert. Die C-terminal markierten Proteine sollten auch für spätere Ko-
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Immunpräzipitationsstudien verwendet werden. Ein LASV L-Fusionsprotein (pCITE-L_C-
3xFLAG) mit drei FLAG-Epitopen wurde bereits in einer vorangegangenen Arbeit 
hergestellt [79].  
Zur Fusion mit einem Epitop wurden die kompletten pCITE-NP, pCITE-Z und pCITE-L 
Expressionsplasmide mittels PCR amplifiziert. Die hierfür verwendeten Vorwärts- und 
Rückwärtsprimer enthielten die entsprechende Epitopsequenz und hybridisierten 
stromabwärts bzw. stromaufwärts vom 3’-Ende des entsprechenden Gens. Außerdem war 
das 5’-Ende eines Primers phosphoryliert, wodurch die Zirkularisierung des PCR-
Produktes über Ligation der glatten DNA-Enden ermöglicht wurde. Die so entstandenen 
Plasmide pCITE-NP_C-FLAG und pCITE-Z_C-FLAG exprimieren am C-Terminus des 
jeweiligen Proteins ein einfaches FLAG-Epitop, während die Plasmide für MOPV und 
LCMV pCITE-L_C-3xFLAG drei FLAG-Epitope exprimieren. Ferner ergaben sich die 
Plasmide pCITE-Z_C-HA für LASV, MOPV und LCMV. Die NP-HA-Fusionsproteine 
wurden unter Verwendung eines vorliegenden Expressionsplasmides für Gelbfiebervirus 
NS2A-HA (pSB 78_NS2A-HA) hergestellt. Für die Fusion mit dem HA-Tag wurde der  
C-terminale Bereich der NP-Gene per PCR amplifiziert. Durch die verwendeten Primer 
wurde am 3’-Ende der Gene anstelle des NP-spezifischen Stoppkodons eine BamHI-
Schnittstelle generiert. Im Anschluss wurde das PCR-Produkt durch die 
Restriktionsendonuklease BamHI und über eine natürliche Schnittstelle des 
entsprechenden NP-Gens gespalten (Schnittstelle: LASV: PstI, MOPV: HincII, LCMV: 
NsiI). Nach Restriktion der virusspezifischen pCITE-NP Konstrukte über die jeweilige 
natürliche Schnittstelle und NgoMIV sowie der Spaltung des pSB 78_NS2A-HA durch 
NgoMIV und BamHI, wurden jeweils die drei gewünschten DNA-Fragmente ligiert. 
Hieraus resultierten die Plasmide pCITE-NP_C-HA für LASV, MOPV und LCMV. Die 
Fusion der Epitop-Tags an die Z-Gene wurde unter meiner Aufsicht durch Steven Sijmons 
im Rahmen einer Master-Arbeit durchgeführt. 
Der Integritätsnachweis der markierten NP, Z- und L-Proteine erfolgte immunologisch 
durch Epitop-Tag-spezifische Antikörper im Western Blot (3.4.1 bis 3.4.4). Alle 
Fusionsproteine wurden entsprechend ihres Molekulargewichtes exprimiert (Daten nicht 
gezeigt). 
 
4.1.1.5 Herstellung der Expressionsplasmide für das MOPV und LCMV Minigenom 
Die Konstruktion der beiden Minigenomplasmide (MG) erfolgte in Analogie und auf Basis 
des LASV-MG (pLAS-MG), das auf dem Vektor pX12dT und den regulatorischen 
Bestandteilen der genomischen LASV S-RNA beruht [79]. Das LASV-MG besteht aus 
folgenden Elementen: T7-RNA-Polymerase-Promotor gefolgt von einem einzelnen 
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Guanosintriphosphat – 5’-UTR mit der terminalen Promotorregion – CAT-Gen – 3’-Ende 
des GPC-Gens (45 Nukleotide) – IGR – 3’-Ende des NP-Gens in reverser Orientierung 
(47 Nukleotide) – Ren-Luc-Gen in reverser Orientierung – 3’-UTR mit der terminalen 
Promotorregion. Das zusätzliche Guanosintriphosphat ist natürlicherweise auch am 5’-
Ende der genomischen und antigenomischen RNA von Arenaviren zu finden und sorgt 
darüber hinaus für eine stärkere Initiationssequenz des T7-Promotors [69, 82]. 
Zur Herstellung der MG des MOPV (pMOP-MG) und des LCMV (pLCM-MG) wurden in 
mehreren Klonierungsschritten die regulatorischen Bestandteile der LASV S-RNA gegen 
die des MOPV bzw. des LCMV ersetzt. Zunächst erfolgte die Korrektur der IGR und den 
angrenzenden 3’-Sequenzabschnitten des GPC- und NP-Gens. Hierzu wurde aus 
aufgereinigter MOPV bzw. LCMV-RNA mit virusspezifischen Primern durch reverse 
Transkription und anschließender PCR-Amplifikation das Klonierungsfragment I 
hergestellt. Es besteht aus dem 3’-Ende des GPC-Gens (50 Nukleotide), der IGR und 
dem 3’-Ende des NP-Gens in reverser Orientierung (50 Nukleotide). Über den 
verwendeten Vorwärtsprimer wurde am 5’-Ende des Fragmentes I außerdem eine XbaI-
Schnittstelle erzeugt. Parallel wurden die LASV-spezifischen Bereiche für GPC, IGR und 
NP in einer Exzisions-PCR aus dem LASV-MG entfernt und das Klonierungsfragment II 
generiert. Hierfür hybridisierte der Vorwärtsprimer mit dem 3’-Ende des revers orientierten 
Ren-Luc Gens und der Rückwärtsprimer unter Erhalt der terminalen XbaI-Schnittstelle mit 
dem 3’-Ende des CAT-Gens. Für die Insertion der MOPV bzw. LCMV IGR in das LASV-
MG wurden die Klonierungsfragmente I und II zur Erzeugung je eines überlappenden, 
einzelsträngigen DNA-Endes mit dem Restriktionsenzym XbaI gespalten und in 
gerichteter Orientierung ligiert. Die daraus resultierenden Plasmide pLAS-MG/MOPV-IGR 
und pLAS-MG/LCMV-IGR wurden in die Korrektur der LASV 5’- und 3’-UTR eingesetzt. 
Zur Insertion der MOPV bzw. LCMV 5’-UTR wurden die kompletten pLAS-MG/MOPV-IGR 
und pLAS-MG/LCMV-IGR Plasmide mittels PCR amplifiziert. Die jeweils hierfür 
eingesetzten Vorwärts- und Rückwärtsprimer enthielten die virusspezifische Sequenz der 
5’-UTR an ihren Enden und hybridisierten ober- bzw. unterhalb der LASV 5’-UTR mit dem 
pLAS-MG/MOPV-IGR oder pLAS-MG/LCMV-IGR. Das phosphorylierte 5’-Ende der 
Vorwärtsprimer ermöglichte die Zirkularisierung der PCR-Fragmente über eine Ligation 
der glatten Enden. Daraus ergaben sich die Plasmide pLAS-MG/MOPV-5’UTR-IGR bzw. 
pLAS-MG/LCMV-5’UTR-IGR. Die Korrektur der 3’-UTR erfolgte in analoger Weise mit 
entsprechenden Vorwärts- und Rückwärtsprimern, die ober- bzw. unterhalb der LASV 3’-
UTR mit dem pLAS-MG/MOPV-5’UTR-IGR bzw. pLAS-MG/LCMV-5’UTR-IGR 
hybridisierten. Die korrekte Sequenz aller funktionellen Elemente von pMOP-MG und 
pLCM-MG wurde mittels Sequenzierung überprüft. Abbildung 4.4 zeigt eine schematische 





Abbildung 4.4: Schematische Darstellung der Minigenome, basierend auf den S-RNAs von LASV, 
MOPV und LCMV. Die Stem-loop Strukturen der IGR sind angezeigt. T7p: T7 RNA Polymerase Promotor, 
UTR: untranslatierte Region, CAT: Gen der Chloramphenicol-Acetyltransferase, Ren-Luc: Gen der Renilla-
Luciferase. 
 
4.1.1.6 Etablierung des MOPV und LCMV Replikonsystems 
Für die Aktivität im Replikonsystem sind die korrekten 5’- und 3’-Enden der MG-RNA 
entscheidend. Während das 5’-Ende durch den T7-Promotor bestimmt wird, muss das 
funktionelle 3’-Ende des MG in einer PCR durch geeignete Primer generiert werden. 
Dafür wurden die MG-Plasmide pLAS-MG, pMOP-MG und pLCM-MG, einschließlich des 
T7-RNA-Polymerase-Promotors, per PCR mit dem vektorspezifischen Vorwärtsprimer 
pUC-fwd und einem virusspezifischen Rückwärtsprimer (LASV: LVSav3400-, MOPV: 
MO68 auth 3UTREnde-, LCMV: LCMV35 auth 3UTREnde-) amplifiziert. Da die Sequenz 
des jeweiligen Rückwärtsprimers dem konservierten 3’-Terminus der korrespondierenden 
genomischen S-RNA entspricht, entstehen durch Amplifikation MGs mit authentischem, 
funktionellem 3’-Ende. Zusätzlich wurde auch die funktionelle Kassette der pCITE-L 
Konstrukte (T7-RNA Polymerase-Promoter, IRES und L-Gen) mittels PCR amplifiziert. Die 
amplifizierten DNA-Produkte wurden mittels NucleoSpin Extract II Kit (Macherey & Nagel) 
aufgereinigt und photometrisch quantifiziert. 
Zur Ermittlung der Replikonaktivität wurden die T7-Expressionskonstrukte für das MG, NP 
und L-Protein des LASV, MOPV und LCMV in BSRT-7/5-Zellen transfiziert. Als interne 
Transfektionskontrolle wurde das T7-Expressionsplasmid der Firefly-Luciferase pCITE-
FF-Luc kotransfiziert. Die Expression des Reportergens Ren-Luc, welches als Maß der 
transkriptionellen Replikonaktivität diente, wurde 24 h nach Transfektion mittels 
Luciferase-Reporter-Assay (3.4.5) bestimmt. Um Schwankungen der 
Transfektionseffizienz oder Zelldichte zu kompensieren, wurden die Ren-Luc-Werte mit 
den Werten der Firefly-Luciferase korrigiert (standardisierte relative Lichteinheiten 
[sRLU]). Die Hintergrundaktivität wurde durch den Austausch des L-Gen-Konstruktes 
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gegen leeren pCITE-2a Vektor ermittelt. Für alle drei Replikonsysteme konnte eine Ren-
Luc-Aktivität über Hintergrund nachgewiesen werden. Allerdings bestanden deutliche 
Unterschiede im Aktivitätsniveau. Während die Expression der L-Gene des LASV und des 
LCMV zu einer Verstärkung der Ren-Luc-Aktivität von etwa 2,5 Log-Stufen führte, 
resultierte die Expression des MOPV L-Gens lediglich in einem Ren-Luc Aktivitätsanstieg 
von 1,5 Log-Stufen (Abbildung 4.5 A). Die 10-fach reduzierte Aktivität der MOPV-
Systems, im Vergleich zum LASV- und LCMV-System, wurde in mehreren unabhängigen 
Experimenten bestätigt, konnte aber nicht auf ein vermindertes Expressionsniveau des 




Abbildung 4.5: Etablierung der Replikonsysteme für MOPV und LCMV. (A) BSRT-7/5-Zellen wurden mit 
je 300 ng pCITE-NP und 300 ng der PCR-Produkte des MG und L-Gens sowie 10 ng pCITE-FF-Luc 
transfiziert. Die transkriptionelle Aktivität der Replikonsysteme wurde 24 h nach Transfektion durch Messung 
der Ren-Luc Reportergenexpression ermittelt. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen 
von drei unabhängigen Transfektionsexperimenten. Die Aktivität des LASV-Systems wurde auf 100% gesetzt. 
sRLU: standardized realtive light units. (B) Expression der NP und L-Proteine. Mit FLAG- und HA-Epitopen 
markierte Fusionsproteine wurden in MVA-T7-infizierten BHK-21/J-Zellen exprimiert, per SDS-PAGE 
aufgetrennt und im Western Blot durch spezifische Antikörper gegen FLAG bzw. HA detektiert. Negative 
Kontrollzellen (neg.) wurden mit leerem pCITE-2a transfiziert. 
 
4.1.1.7 Northern Blot Analyse der Minigenom Transkription und Replikation 
Die Bildung funktioneller RNP-Komplexe ermöglicht die Replikation des viralen Genoms 
und die Transkription der viralen Proteine. Eine transkriptionelle Aktivität der 
Replikonsysteme für MOPV und LCMV konnte bereits im vorangegangenen Experiment 
anhand der Ren-Luc-Expression nachgewiesen werden. Um zu überprüfen, ob die MGs 
wie ein authentisches Virus-Genom transkribiert und repliziert werden, wurde die 
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Synthese der Ren-Luc mRNA und des Antigenoms mittels Northern Blot analysiert. 
BSR-T7/5-Zellen wurden mit den Replikonkomponenten für LASV, MOPV und LCMV 
transfiziert, die zelluläre RNA 24 h später präpariert und in die Northern Blot-Analyse 
(3.1.20) eingesetzt. Aufgrund der unterschiedlichen Länge beider RNA-Spezies ist eine 
deutliche Differenzierung von mRNA und Antigenom möglich (Abbildung 4.6 A). Für alle 
drei Replikonsysteme konnte sowohl die Synthese von Ren-Luc-mRNA, als auch die 
Herstellung der antigenomischen MG-RNA nachgewiesen werden (Abbildung 4.6 B). 
Dieser Befund lässt darauf schließen, dass die generierten Systeme für MOPV und LCMV 
analog zum natürlichen Virus funktionelle RNP-Komplexe bilden können, die Genom-
Replikation und -Transkription vermitteln.  
Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse die erfolgreiche Etablierung funktioneller 
Replikonsysteme für MOPV und LCMV. Die Aktivität des MOPV-Systems ist, verglichen 





Abbildung 4.6: Northern Blot Analyse der Minigenom-RNA. (A) Funktionelle Elemente des MG. UTR: 5’- 
und 3’-untranslatierte Regionen mit den konservierten terminalen Promotorregionen, CAT: Gen der 
Chloramphenicol-Acetyltransferase, Ren-Luc: Gen der Renilla-Luciferase. Die Pfeile deuten die beiden RNA-
Spezies an, die in den Replikonsystemen synthetisiert werden. Die mRNAs terminieren in der IGR. Das 
Antigenom endet am 5’-Ende der genomischen RNA. (B) Detektion der Replikonsystem-vermittelten 
Antigenom- und Ren-Luc-mRNA-Synthese im Northern Blot. Transfektion und Northern Blot-Analyse wurden 
für jedes Replikonsystem unabhängig durchgeführt. Die Methylenblaufärbung der 28S rRNA als Marker für die 






4.1.2 Untersuchung der funktionellen Interaktion über Speziesgrenzen hinweg 
4.1.2.1 Bedeutung der cis-aktiven Elemente für die Aktivität der MOPV- und LASV-
Systeme 
Die 3'- und 5'-terminalen 19 Nukleotide der genomischen L- und S-RNA bilden innerhalb 
der Arenaviren die hoch konservierte Promotorsequenz für die virale Replikation und 
Transkription [74]. Im Gegensatz dazu sind die sich anschließenden Bereiche der UTR 
sowie die IGR durch hohe Variabilität in Länge und Sequenz gekennzeichnet [45, 68, 69, 
72, 82, 133]. Insbesondere die IGR der MOPV S-RNA verfügt über zwei charakteristische 
Haarnadelschleifen, während die meisten anderen Arenaviren, einschließlich LASV, nur 
eine Stammschleifen-Struktur ausbilden [69] (Abbildung 4.4). 
Um zu untersuchen, ob die cis-aktiven Elemente für die Unterschiede im Aktivitätsniveau 
der MOPV und LASV Replikonsysteme verantwortlich waren, wurden MG-Chimären 
hergestellt. Diese enthielten 3’-UTR, 5’-UTR und IGR der beiden Viren in allen möglichen 
Kombinationen. Der Austausch der Elemente erfolgte nach der im Abschnitt 4.1.1.5 
beschriebenen Klonierungsstrategie. Der Einfluss der cis-aktiven Elemente wurde sowohl 
im Replikonsystem für LASV als auch in dem für MOPV analysiert. Dazu wurden das 
LASV-MG, das MOPV-MG und die LASV/MOPV-MG-Chimären zusammen mit den 
Expressionskonstrukten für NP und L-Protein von LASV bzw. MOPV sowie dem 
Kontrollplasmid pCITE-FF-Luc in BSR-T7/5-Zellen kotransfiziert. Die Aktivität der 
Replikonsysteme wurde 24 h nach Transfektion mittels Luciferase-Assay ermittelt. 
Alle MG zeigten transkriptionelle Aktivität in beiden Systemen. Daraus lässt sich 
schließen, dass die UTRs und IGRs keine qualitative Präferenz für die homologen cis-und 
trans-aktiven Komponenten besitzen (Abbildung 4.7). Allerdings war das MOPV MG etwa 
dreimal weniger aktiv als das LASV-MG, unabhängig davon ob NP und L-Protein des 
LASV oder des MOPV für den Replikon-Assay verwendet wurden. Ferner konnte 
festgestellt werden, dass der Austausch der MOPV 3’-UTR durch die des LASV zu einer 
deutlich erhöhten MG-Aktivität in beiden Systemen führte. Interessanterweise hatte der 
Austausch der IGRs, trotz der strukturellen Unterschiede zwischen beiden Viren, nur 
geringe Auswirkungen auf die transkriptionelle Replikon-Aktivität.  
Zusammenfassend belegen die Ergebnisse, dass die cis-aktiven Elemente der LASV und 
MOPV S-RNA ohne Funktionsverlust innerhalb der Minireplikonsysteme ausgetauscht 
werden können. Außerdem konnte gezeigt werden, dass die MOPV-MG-Sequenzen, 
insbesondere die 3’-UTR, zu einer reduzierten Aktivität des MOPV-Systems beitragen. 






Abbildung 4.7: Austausch der cis-aktiven Elemente zwischen den MG des LASV und des MOPV. BSR-
T7/5-Zellen wurden mit LASV/MOPV MG-Chimären und den Expressionskonstrukten für das NP und L-
Protein des LASV (oberer Graph) oder des MOPV (unterer Graph) kotransfiziert. Die transkriptionelle Aktivität 
der Replikonsysteme wurde über die Expression des Reportergens Ren-Luc ermittelt. Die Aktivität des LASV-
Systems wurde auf 100% gesetzt. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von drei 
unabhängigen Transfektionen. Die Zusammensetzung der MG-Chimären ist unterhalb des Diagramms 
angegeben. In der Negativkontrolle (neg) wurde das Expressionsplasmid des L-Proteins durch den leeren 
Vektor pCITE-2a ersetzt. sRLU: standardized relative light units. 
 
4.1.2.2 Untersuchung zur Austauschbarkeit der trans-aktiven Faktoren NP und L-
Protein 
Um zu bestimmen, in welchem Ausmaß NP und L-Protein zwischen den verschiedenen 
Virusspezies austauschbar sind, wurden alle möglichen Kreuzspezies-Kombinationen von 
MG, NP und L-Protein in den drei Replikonsystemen getestet. Die verschiedenen 
Kombinationen wurden zusammen mit dem Kontrollplasmid pCITE-FF-Luc in BSR-T7/5-
Zellen kotransfiziert und die transkriptionelle Aktivität 24 h nach Transfektion über die 
Expression der Reportergene im Luciferase-Assay ermittelt.  
NP und L-Protein konnten ohne Funktionsverlust zwischen den Replikonsystemen des 
LASV und MOPV ausgetauscht werden (Abbildung 4.8, oberer und mittlerer Graph). 
Allerdings führte der Austausch von MOPV L-Protein gegen das des LASV zu einer 
dreifachen Erhöhung der transkriptionellen Aktivität, unabhängig von der Herkunft des NP 
oder MG. Der Austausch von NP hatte keinen wesentlichen Einfluss. Folglich ist neben 
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dem MOPV MG das L-Protein für die reduzierte Aktivität des MOPV Replikonsystems 
verantwortlich. Mit dem LCMV Replikonsystem durchgeführte Kreuzspezies-Austausche 
ergaben abweichende Ergebnisse. So führte das Ersetzen des LCMV NP durch das des 
LASV oder MOPV zu einem vollständigen Funktionsverlust, solange das LCMV L-Protein 
in den Experimenten verwendet wurde (Abbildung 4.8, unterer Graph). Diese Resultate 
lassen eine Spezifität in der funktionellen Interaktion des LCMV L-Proteins mit dem 
homologen NP erkennen. Es ist daher anzunehmen, dass LCMV NP über 
charakteristische und für die Funktion des LCMV L-Proteins essentielle Merkmale verfügt, 




Abbildung 4.8: Austausch von MG, NP und L-Protein zwischen den Replikonsystemen von LASV, 
MOPV und LCMV. BSR-T7/5-Zellen wurden mit MG und NP des LASV, MOPV oder LCMV und dem L-
Protein des LASV (oberer Graph), MOPV (mittlerer Graph) oder LCMV (unterer Graph) kotransfiziert. Die 
transkriptionelle Aktivität der Replikonsysteme wurde über die Expression des Reportergens Ren-Luc 
ermittelt. Die Aktivität des LASV-Systems wurde auf 100% gesetzt. Dargestellt sind die Mittelwerte und 
Standardabweichungen von drei unabhängigen Transfektionen. In der Negativkontrolle (neg) wurde das 




4.1.2.3 Identifizierung funktionell wichtiger Bereiche für die Kooperation zwischen 
NP und L-Protein 
Die bisherigen Untersuchungen ergaben, dass LASV NP in Kombination mit dem LASV  
L-Protein aktiv ist, nicht aber mit dem L-Protein des LCMV. Im Gegensatz dazu war LCMV 
NP mit beiden L-Proteinen funktionell. Dieser Befund lässt vermuten, dass das LCMV NP 
charakteristische Regionen enthält, die für die funktionelle Kooperation mit dem LCMV  
L-Protein entscheidend sind. Um funktionell wichtige Aminosäurereste für die  
L-NP Interaktion im Replikonkontext zu ermitteln, wurden chimäre LASV/LCMV-NP-
Mutanten generiert (Abbildung 4.9, Spalten 1 bis 3). Zur Vermeidung von 
Faltungsproblemen innerhalb der chimären NPs wurden die Fusionsbereiche in Loop-
Regionen des jeweiligen Proteins gelegt. Zu diesem Zweck wurden die 
Sekundärstrukturen der LASV und LCMV NPs mit dem Jpred 3-Server vorhergesagt 
[134]. Die Konstruktion erfolgte über das klassische Verfahren der Mutagenese-PCR 
(3.1.10.2 und Abbildung 4.1). Zunächst wurde ein N-terminales Fragment, einschließlich 
des T7-Promotors und der IRES, mit der Primerkombination pUC-fwd/NP-mut-rev 
amplifiziert. Als Matrize diente das Plasmid pCITE-Las-NP bzw. pCITE-LCM-NP. Die 
entsprechenden C-terminalen Fragmente wurden durch Verwendung des pCITE-LCM-NP 
bzw. pCITE-Las-NP als Matrize und den Primern NP-mut-fwd/pUC-rev amplifiziert. Zur 
Erzeugung von Chimären waren die beiden Primer NP-mut-fwd und NP-mut-rev 
vollständig überlappend und komplementär zueinander. Die eine Hälfte der Primer-
Sequenz war LASV-spezifisch, während die andere Hälfte LCMV-spezifisch war. N- und 
C-terminale PCR-Produkte wurden im Gel aufgereinigt (3.1.11 und 3.1.13) und in einer 
weiteren PCR mit den Vektor-spezifischen Primern pUC-fwd und pUC-rev fusioniert. Die 
resultierenden PCR-Produkte wurden mittels PCR-Purification Kit (Macherey & Nagel) 
aufgereinigt, spektrophotometrisch quantifiziert und ohne vorherige Klonierung für die 
Transfektion verwendet. Ausgewählte PCR-Produkte wurden kloniert und das chimäre 
NP-Gen als Matrize zur Erzeugung komplexerer Chimären verwendet. Der Bereich der 
Fusion wurde durch Sequenzierung des PCR-Produktes überprüft. Parallel wurde die 
Genexpressionskassette des jeweiligen Wildtyp-NP mit den Primern pUC-fwd/pUC-rev 
amplifiziert und in jedem Transfektionsexperiment als Kontrolle mitgeführt. Alle NPs 
enthielten ein C-terminales HA-Epitop. Auf diese Weise war es möglich, die Expression 
der Chimären im Western Blot mittels anti-HA-Antikörper zu kontrollieren (Abbildung 4.9, 
rechte Spalte).  
Die Analysen zur Funktionalität erfolgten parallel in den Replikonsystemen für LASV und 
LCMV. Abhängig von den Luciferase-Expressionswerten beider Systeme wurde der NP-





Abbildung 4.9: Phänotyp-Analysen der LASV/LCMV NP-Chimären im Replikonsystem. Chimäre NP-
Mutanten wurden generiert und in den Replikonsystemen von LASV und MOPV getestet. BSR-T7/5-Zellen 
wurden mit LASV/MOPV NP-Chimären sowie dem MG und L-Protein des LASV oder MOPV kotransfiziert. 
Eine schematische Darstellung der Chimären ist auf der linken Seite gezeigt. Die LCMV-Anteile sind 
dunkelgrau, die LASV-Anteile hellgrau dargestellt. Der NP-Phänotyp wurde durch Bestimmung des 
Quotienten zwischen den sRLU Werten im LCMV-System und LASV-System bestimmt. Die Aktivität des 
LCMV Wildtyp-NP wurde in beiden Systemen auf 100% gesetzt (Zeile 1). Dementsprechend war der 
Aktivitätsquotient des LCMV Wildtyp-NP gleich 1 (umgerechnet auf 100%, um das Erfassen der Daten zu 
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vereinfachen). Die Grenzen zur Definition der Chimären-Phänotypen wurden in proportionaler Weise mit 
einem Faktor von 3,3 festgelegt (obere Grenze: Mittelwert x 3,3; untere Grenze: Mittelwert / 3,3). Dieser 
Faktor enthält die technische Variabilität der Methode und ermöglicht eine klare Unterscheidung zwischen 
LCMV-ähnlichen und LASV-ähnlichen Phänotypen. Da das LCMV Wildtyp-NP auf 100% gesetzt wurde, liegt 
die untere Grenze zur Definition von LCMV-ähnlichen Chimären bei 100% / 3,3 = 30%. Da das 
durchschnittliche Verhältnis des LASV Wildtyp-NP 4,3% (Zeile 2) ist, liegt die obere Grenze bei 3,3 x 4,3% = 
15%. Der Phänotyp der Chimären mit einem LCMV/LASV Aktivitätsverhältnis zwischen 15% und 30% wurden 
als intermediär definiert. Wildtyp-NP des LCMV bzw. LASV wurde in jedem Transfektionsexperiment als 
Positivkontrolle mitgeführt. Gezeigt sind die Mittelwerte und Spannweiten (SW) von ≥ 2 Experimenten. Ein 
Querstrich zeigt an, dass die Mutante in beiden Replikonsystemen inaktiv ist. Alle NPs enthalten ein C-
terminales HA-Epitop um die Expression im Western Blot mittels anti-HA-Antikörper zu überprüfen. Die 
Signale im Western Blot wurden, relativ zum LCMV Wildtyp-NP (100%), quantifiziert und die Ergebnisse 
semiquantitativ auf der rechten Seite nach den folgenden Kriterien angegeben: 
– : 0% bis < 5%, (+) : 5% bis < 20%, + : 20% bis < 50%, ++ : ≥ 50%. 
 
Der NP-Phänotyp wurde aus dem Quotienten der gemessenen Luciferase-Werte des 
LCMV-Systems gegenüber dem des LASV ermittelt. Hierbei zeichnet sich ein LCMV-
ähnlicher Phänotyp durch ein vergleichbares Aktivitätsniveau der Chimäre sowohl im 
LCMV- als auch im LASV-System aus. Die Aktivität des LCMV Wildtyp-NP und der 
entsprechende Quotient wurden in beiden Systemen auf 100% gesetzt (Abbildung 4.9, 
Nr. 1). Chimären mit einem Quotienten größer als 30% wurden als LCMV-ähnlich 
erachtet. Dagegen ist ein LASV-ähnlicher Phänotyp durch eine Aktivität gekennzeichnet, 
die im LCMV-System niedrig ist oder der Hintergrundaktivität entspricht, im LASV-System 
jedoch zu deutlich messbaren Werten führt. Der mittlere Quotient des LASV Wildtyp-NP 
lag bei 4,3% (Abbildung 4.9, Nr. 2). Chimären mit einem Quotienten zwischen 0% und 
15% wurden als LASV-ähnlich erachtet. Der Phänotyp der Chimären mit einem 
LCMV/LASV Aktivitätsquotienten zwischen 15% und 30% wurde als intermediär definiert.  
Für die erste Gruppe von NP-Chimären wurden verschiedene N- und C-terminale Teile 
von LCMV und LASV NP fusioniert (Abbildung 4.9, Chimären Nr. 3 bis 16). Bei Fusion an 
Position 340 ergaben sich NPs mit reduzierter, jedoch messbarer Aktivität (Abbildung 4.9, 
Chimären Nr. 3 und 10). Da der Phänotyp der Chimären Nr. 3 und Nr. 10 durch den  
N-terminalen Anteil bestimmt wurde, dienten sie als Basis zur weiteren Modifikation des 
N-Terminus mit dem Ziel, eine Änderung des Phänotyps zu induzieren. Das Ersetzen der 
N-terminalen LCMV-Sequenzen durch die des LASV innerhalb der Chimäre Nr. 3 führte 
größtenteils zu inaktiven Mutanten mit geringer Stabilität. Die Stabilitätsbewertung erfolgte 
durch Beurteilung des Expressionsniveaus im Western Blot mittels TINA-Software 
(Abbildung 4.9, Nr.17 bis 22). Im Gegensatz dazu ergab der Austausch der N-terminalen 
LASV-Sequenzen durch die des LCMV in der Chimäre Nr. 10 weitgehend stabile und in 
beiden Replikonsystemen aktive Mutanten (Abbildung 4.9, Nr. 23 bis 31). Die Chimären 
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23, 24 und 25, die bis zu 40 LCMV-spezifische Aminosäurereste am N-Terminus 
enthalten, zeigten einem der Ursprungschimäre Nr. 10 entsprechenden LASV Phänotyp. 
Mit der Einführung von 60 oder mehr LCMV-spezifischen N-terminalen Resten wandelte 
sich der Phänotyp dann von LASV- zu LCMV-ähnlich (Abbildung 4.9, Chimären Nr. 26, 
27, 29, 30 und 31). Es ist daher anzunehmen, dass die Aminosäurereste 41 bis 60 
wichtige Determinanten für den LCMV-ähnlichen Phänotyp enthalten. Um diese Annahme 
zu bestätigen, wurden die LCMV-spezifischen Reste 21 bis 60, 30 bis 60 und 41 bis 60 in 
die Chimäre Nr. 10 inseriert (Abbildung 4.9, Chimären Nr. 32 bis 34). Hierbei zeigte sich, 
dass eine Einführung der Aminosäurereste 41 bis 60 ausreichend war, um den Phänotyp 
der Chimäre Nr. 10 von LASV-ähnlich zu LCMV-ähnlich zu ändern (siehe Chimäre Nr. 
34), wodurch die Relevanz der Reste 41 bis 60 deutlich wird. Ebenso sollte die Bedeutung 
des LCMV-spezifischen C-Terminus (Positionen 340 bis 558) bei der Festlegung des 
LCMV-ähnlichen Phänotyps geklärt werden. Hierfür wurde der C-terminale Bereich auf 
Grundlage der Chimäre Nr. 26 modifiziert. Dabei zeigte sich, dass jede Veränderung 
innerhalb der C-terminalen Region den Phänotyp von LCMV-ähnlich zu LASV-ähnlich 
umkehrte (Abbildung 4.9, Nr. 35 bis 42). Folglich sind auch die Positionen 340 bis 558 für 
den LCMV-ähnlichen Phänotyp von Bedeutung. 
Durch die Analyse der NP-Chimären konnte gezeigt werden, dass die Aminosäurereste 
41 bis 60 und 340 bis 558 den LCMV-ähnlichen Phänotyp vermitteln. Chimäre NPs, die 
diese LCMV Sequenzen in einem LASV-Hintergrund enthalten, sind im Replikonsystem 
stabil und voll funktionsfähig (siehe Chimäre Nr. 34). 
 
4.1.2.4 Identifizierung wichtiger Aminosäurereste im LCMV NP für die Interaktion 
mit L-Protein  
Um innerhalb des LCMV NP genau die Aminosäurereste zu bestimmen, die für eine 
funktionelle Kooperation mit dem LCMV L-Protein entscheidend sind, wurden weitere 
Analysen vorgenommen. Hierbei beschränkte sich die Untersuchung auf den N-
terminalen Bereich von Rest 41 bis 60. Der C-terminale Bereich von Rest 340 bis 558 war 
wegen der großen Anzahl unterschiedlicher Aminosäuren zwischen LASV und LCMV 
nicht für eine Scanning-Mutagenese geeignet. Ein Sequenz-Alignment der Reste 41 bis 
60 zeigte, dass sich diese Region zwischen den in der Studie verwendeten LASV und 
LCMV NPs um nur drei Aminosäuren unterscheidet (Abbildung 4.10: Positionen 53, 57 
und 58). Wurden jedoch alle bekannten Sequenzen berücksichtigt, führte allein der Rest 
an Position 53 zu einer Diskriminierung zwischen LASV (Leucin 53) und LCMV (Isoleucin 
53) (Abbildung 4.10). Basierend auf dem Sequenzvergleich wurden die Aminosäurereste 
an den Positionen 53, 57, und 58 individuell und in allen möglichen Kombinationen 
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ausgetauscht. In die NP-Chimäre Nr. 26, die einen LCMV-ähnlichen Phänotyp aufweist, 
wurden die Aminosäure-Substitutionen I53L, E57Q und K58R eingeführt. Die NP-Chimäre 
Nr. 10 mit einem LASV-ähnlichen Phänotyp diente als Basis zur Einführung der 
reziproken Aminosäureaustausche L53I, Q57E und R58K. 
 
Virus 
41                60 




Lassa  .................... 5 
Lassa .................K.. 9 
Lassa .......N.........K.. 1 
Lassa ................E... 2 
Mopeia .......A........EK.. 2 
Mopeia ................EK.. 1 
Mobala .........I......EK.. 1 
Gbagroube .................... 2 
Gbagroube .................K.. 1 
Menekre ................DK.. 2 
Merino Walk S......V....M...EK.. 1 
Ippy S........I......DK.N 1 
Lujo .....M..D.......DK.N 1 
LCMV   ............I...EK.. 14 
LCMV ............I...EK.G 1 
LCMV ............I...E... 5 
LCMV ............I...DK.. 5 
LCMV ............I...D... 2 
 
Abbildung 4.10: Alignment der NP-Sequenzen von Altwelt-Arenaviren. Gezeigt ist das Alignment der NP-
Sequenzen von Position 41 bis 60 aller in der GenBank verfügbaren Altwelt-Arenavirussequenzen von April 
2011. Die Sequenzen der in dieser Studie verwendeten LASV und LCMV NPs sind durch Pfeile 
gekennzeichnet. Abweichende Positionen zwischen diesen beiden Sequenzen sind durch Sternchen über der 
Sequenz angegeben. 
 
Die Generierung der mutanten Chimären erfolgte analog zur Herstellung der LASV/LCMV 
NP-Chimären (3.1.10.2 und Abbildung 4.1). N- und C-terminale Fragmente wurden mit 
den Primerkombinationen pUC-fwd/NP-mut-rev bzw. NP-mut-fwd/pUC-rev amplifiziert und 
nachfolgend in einer weiteren PCR unter Verwendung der Primer pUC-fwd und pUC-rev 
fusioniert. Zur Einführung von Punktmutationen enthielten die beiden Primer NP-mut-fwd 
und NP-mut-rev die gewünschte Mutation. 
Die Aktivität der NP-Mutanten wurde sowohl im LASV- als auch im LCMV-Replikonsystem 
gemessen. Um den Einfluss der Mutationen auf die Replikation und Transkription zu 
überprüfen, wurde 24 h nach Transfektion die Expression des Reportergens Ren-Luc im 
Luciferase-Assay ermittelt sowie die gesamte zelluläre RNA präpariert und das Antigenom 
und die Ren-Luc-mRNA im Northern Blot detektiert.  
Alle Mutanten der Chimäre Nr. 26 mit einem LCMV-spezifischen Isoleucin an Position 53 
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waren in den Replikonsystemen voll funktionsfähig (Abbildung 4.11, A). Wurde das 
Isoleucin jedoch durch das LASV-spezifische Leucin ersetzt, ging im LCMV-System die 
Replikations- und Transkriptionsfähigkeit verloren. Im LASV-System blieben die Leucin-
Mutanten dagegen voll funktionsfähig.  
Die reziproken Aminosäureaustausche innerhalb der Chimäre Nr. 10 führten zu ähnlichen 
Resultaten. So waren alle Mutanten mit einem LASV-spezifischen Leucin an Position 53 
im LCMV-System inaktiv, im LASV-System jedoch funktionsfähig (Abbildung 4.11, B). 
Durch den Austausch von Leucin gegen das LCMV-spezifische Isoleucin konnte die 
Replikations- und Transkriptionsfähigkeit im LCMV-System wiederhergestellt werden. 
Mutanten mit I53 waren auch im LASV-System aktiv. Die Einzelmutation der Positionen 
57 und 58 induzierte keine wesentlichen phänotypischen Veränderungen. Folglich wird 
der Phänotypwechsel allein durch die Mutationen L53I bzw. I53L hervorgerufen. Diese 
Ergebnisse zeigen, dass das Isoleucin an Position 53 des NP für die funktionelle 
Kooperation mit dem LCMV L-Protein im Replikonkontext essentiell ist. Die 
Expressionskontrolle aller chimären NP-Mutanten erfolgte im Western Blot durch einen 
anti-HA-Antikörper (Abbildung 4.11, C). 
Zusätzlich wurden die Mutationen I53L und L53I jeweils in das Wildtyp-NP des LCMV und 
LASV eingeführt. Die LCMV NP-I53L Mutante war in beiden Replikonsystemen 
funktionsfähig, während die LASV NP-L53I Mutante in beiden Systemen völlig inaktiv war 
(Daten nicht gezeigt). Anders als im Kontext der chimären NPs führten die Austausche an 
Position 53 im Wildtyp-NP-Kontext nicht zu einem Phänotypwechsel. Diese Ergebnisse 
bestätigen die aus der Analyse der NP-Chimären (siehe Abschnitt 4.1.2.3 und Abbildung 
4.9) gewonnen Daten, wonach die funktionelle Kooperation zwischen NP und L-Protein 










Abbildung 4.11: Funktionelle Analyse der LASV/LCMV NP-Chimären mit Aminosäure-Substitutionen 
an den Positionen 53, 57 und 58. (A und B) Einzelne oder mehrere Aminosäure-Substitutionen wurden in 
die Chimären Nr. 26 (A) und Nr. 10 (B) eingeführt. Eine schematische Darstellung der parentalen NPs ist auf 
der linken Seite gezeigt. Die resultierenden Mutanten wurden sowohl im LCMV- als auch im LASV-
Replikonsystem getestet. Die transkriptionelle Aktivität wurde über die Expression des Reportergens Ren-Luc 
ermittelt. In den Balkendiagrammen sind die standardisierten Ren-Luc-Werte (standardized relative light units 
[sRLU]) gezeigt. Die Synthese von Antigenom und Ren-Luc-mRNA wurde mittels Northern Blot analysiert 
(unterhalb der sRLU-Graphen dargestellt). Die Durchführung der Transfektion und Northern Blots erfolgte wie 
im Kapitel Methoden beschrieben. Die Methylenblaufärbung der 28S rRNA als Marker für die Gelbeladung 
und des RNA-Transfers ist unterhalb des Blots dargestellt. Die Zusammensetzung der Mutanten ist unter den 
Diagrammen angegeben. Ein Punkt bedeutet Übereinstimmung mit der Sequenz der parentalen NP-Chimäre, 
die auf der linken Seite gezeigt ist. In der Negativkontrolle (neg) wurden die Expressionskonstrukte der L-
Proteine durch den leeren Vektor pCITE-2a ersetzt. (C) Expression der NP-Mutanten. Alle NPs enthalten ein 
C-terminales HA-Epitop, um den Nachweis durch einen anti-HA-Antikörper im Western Blot zu ermöglichen. 
Kontrollzellen (neg) wurden mit MVA-T7 infiziert, aber nicht transfiziert. wt: Wildtyp-NP. 
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4.1.2.5 Untersuchung zur Austauschbarkeit des Z-Proteins zwischen Arenavirus-
spezies 
Das Z-Protein hat in Replikonsystemen einen konzentrationsabhängigen inhibitorischen 
Einfluss auf die Replikation und Transkription [55, 78, 79]. Es ist jedoch unbekannt, ob 
dieser hemmende Effekt auch über die Speziesgrenzen hinweg beobachtet werden kann. 
Um zu bestimmen, in welchem Ausmaß der Einfluss der Z-Proteine von LASV, MOPV 
und LCMV speziesübergreifend ist, wurden die Proteine in den Replikonsystemen der drei 
Arenaviren getestet. Dazu wurden die Z-Proteine in verschiedenen Konzentrationen mit 
den Expressionskonstrukten für MG, NP und L-Protein sowie dem Kontrollplasmid pCITE-
FF-Luc in BSR-T7/5-Zellen kotransfiziert. Um einen Einfluss der DNA-Menge auf die 
Aktivität der Systeme auszuschließen, wurde die Gesamtmenge der transfizierten DNA 
durch Zugabe von leerem Vektor pCITE-2a konstant gehalten. Die transkriptionelle 
Aktivität der Replikonsysteme wurde 24 h nach Transfektion mittels Luciferase-Assay 
ermittelt. 
Im LASV System wurde schon bei niedriger LASV Z-Protein-Konzentration (30 ng) eine 
Reduktion der Replikonaktivität um etwa 1 Log-Stufe festgestellt (Abbildung 4.12, oberer 
Graph). Um mit dem MOPV Z-Protein eine Hemmung ähnlicher Größenordnung zu 
erreichen musste bereits eine deutlich höhere Konzentration (300 ng) eingesetzt werden. 
Interessanterweise führte das Ersetzen des LASV Z-Proteins durch das von LCMV zu 
keiner stärkeren Inhibition der LASV Replikonaktivität. Verglichen mit dem LASV System 
wurden für die Replikonsysteme von MOPV und LCMV andere Effekte beobachtet. So 
hatten, unabhängig von der Herkunft des Z-Proteins, selbst geringe Konzentrationen (30 
ng) eine Reduktion der Aktivität um 1 bis 2,5 Log-Stufen zur Folge (Abbildung 4.12, 
mittlerer und unterer Graph). 
Zusammenfassend belegen diese Ergebnisse, dass die Z-Proteine von LASV, MOPV und 
LCMV einen inhibitorischen Einfluss auf die Replikonsysteme von LCMV und MOPV 
haben. Ferner konnte gezeigt werden, dass eine speziesübergreifende Inhibition des 





Abbildung 4.12: Austausch des Z-Proteins zwischen den Replikonsystemen von LASV, MOPV und 
LCMV. BSR-T7/5-Zellen wurden in verschiedenen Konzentrationen mit den Z-Proteinen von LASV, MOPV 
und LCMV und je 300 ng der Expressionskonstrukte für MG, NP und L-Protein von LASV (oberer Graph), 
MOPV (mittlerer Graph) und LCMV (unterer Graph) kotransfiziert. Die Gesamtmenge transfizierter DNA wurde 
durch Zugabe von leerem Vektor pCITE-2a konstant gehalten. Die transkriptionelle Aktivität der 
Replikonsysteme wurde über die Expression des Reportergens Ren-Luc ermittelt. Die Aktivität der 
Replikonsysteme ohne Z-Protein (0 ng) wurde jeweils auf 100% gesetzt. Die Spezies und verwendeten 
Konzentrationen der Z-Proteine sind unterhalb des Diagramms angegeben. In der Negativkontrolle (neg) 
wurde das Expressionsplasmid des L-Proteins durch den leeren Vektor pCITE-2a ersetzt. sRLU: standardized 
relative light units. 
 
4.1.2.6 NP als funktioneller Interaktionspartner des Z-Proteins 
Untersuchungen zum Austausch der Z-Proteine zwischen verschiedenen Virusspezies 
haben gezeigt, dass das Z-Protein von LASV einen inhibitorischen Einfluss auf die 
Replikonaktivität von LASV und LCMV hat. Im Gegensatz dazu konnte für das LCMV  
Z-Protein ein hemmender Effekt nur auf die Aktivität des eigenen Systems beobachtet 
werden. Es ist daher anzunehmen, dass der inhibitorische Einfluss des LCMV Z-Proteins 
durch eine funktionelle Kooperation mit einer oder mehreren Komponenten des LCMV 
Replikonsystems vermittelt wird. Da die NP-Z-Interaktion innerhalb des Replikationszyklus 
der Arenaviren von entscheidender Bedeutung ist [8], sollte überprüft werden, ob die 
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Inhibition der LASV Replikonaktivität durch das LCMV Z-Protein von der Herkunft des NP 
abhängt. Hierfür wurden das LASV MG und L-Protein entweder mit LASV oder LCMV NP 
sowie dem Z-Protein von LASV oder LCMV in BSR-T7/5-Zellen kotransfiziert. Die 
transkriptionelle Aktivität der Systeme wurde 24 h nach Transfektion mittels Luciferase-
Assay bestimmt. 
Wie erwartet zeigte das LCMV Z-Protein keinen hemmenden Effekt auf die Aktivität des 
LASV Replikons mit LASV NP (Abbildung 4.13, oberer Graph). Wurde jedoch das LASV 
NP durch das NP von LCMV ersetzt, konnte eine Reduktion der Replikonaktivität um etwa  
2 Log-Stufen festgestellt werden (Abbildung 4.13, unterer Graph). Diese Ergebnisse legen 
nahe, dass eine funktionelle Interaktion von NP und Z für die Inhibition der 
Replikonaktivität von Bedeutung ist. Es ist anzunehmen, dass das LCMV NP über 
charakteristische Merkmale verfügt, die dem NP von LASV fehlen. 
In weiterführenden Studien konnte mit Hilfe von LASV/LCMV-NP Chimären die Region, 
die für die funktionelle Interaktion von LCMV NP und Z entscheidend ist, auf einen 
Bereich von wenigen Aminosäuren innerhalb des NP C-Terminus eingegrenzt werden 




Abbildung 4.13: Einfluss des NP-Ursprungs auf die Inhibition der Replikonaktivität durch das LCMV Z-
Protein. BSR-T7/5-Zellen wurden mit 300 ng MG und L-Protein von LASV, 100 ng Z-Protein von LASV oder 
LCMV sowie 300 ng NP von LASV (oberer Graph) oder LCMV (unterer Graph) kotransfiziert. Die 
Gesamtmenge transfizierter DNA wurde durch Zugabe von leerem Vektor pCITE-2a konstant gehalten. Die 
transkriptionelle Aktivität der Replikonsysteme wurde über die Expression des Reportergens Ren-Luc 
ermittelt. Die Aktivität des Wildtyp LASV Replikonsystems ohne Z-Protein (–) wurde auf 100% gesetzt. In der 
Negativkontrolle (neg) wurde das Expressionsplasmid des L-Proteins durch den leeren Vektor pCITE-2a 
ersetzt. sRLU: standardized relative light units. 
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4.1.3 Untersuchung der physischen Protein-Protein-Interaktion  
Da Replikation und Transkription des arenaviralen Genoms von der Ausbildung eines 
Ribonukleoprotein-Komplexes (RNP) abhängt, ist es wahrscheinlich, dass die 
Komponenten des RNPs physisch miteinander interagieren. Obwohl das Z-Protein kein 
Bestandteil des RNP-Komplexes ist, sorgt es für dessen Verpackung in infektiöse virale 
Partikel [8, 135]. Deshalb wurden mögliche Interaktionen zwischen NP, Z und L-Protein, 
innerhalb und über die Speziesgrenzen hinweg, mittels Ko-Immunpräzipitation untersucht. 
Dazu wurden die Proteine C-terminal entweder mit einem FLAG- oder HA-Epitop 
fusioniert. Die Herstellung der Expressionsplasmide ist im Abschnitt 4.1.1.4 dieser Arbeit 
beschrieben. 
Für die Ko-Immunpräzipitationsstudien wurden BHK-21/J-Zellen mit dem modifizierten 
Vaccinia-Virus MVA-T7 infiziert und mit den entsprechenden Proteinexpressions-
plasmiden für NP, Z- und L-Protein jeweils einzeln und in verschiedenen Kombinationen 
transfiziert. Die Zellen wurden 24 h nach Transfektion lysiert und zur Präzipitation der HA-
markierten Proteine über Nacht mit einem anti-HA-Antikörper inkubiert. Die Antikörper-
Protein-Komplexe wurden anschließend an Protein-A-Sepharose gebunden und 
präzipitiert. Die Präzipitate wurden in der SDS-PAGE aufgetrennt, geblottet und 
immunologisch durch Epitop-Tag-spezifische Antikörper detektiert. Der Nachweis 
präzipitierter HA-Fusionsproteine erfolgte mit Hilfe eines anti-HA-Antikörpers, 
kopräzipitiertes FLAG-Fusionsprotein wurde mittels anti-FLAG-Antikörper detektiert. In 
jedem Experiment wurde Zelllysat, das nicht in die Präzipitation eingesetzt worden war, 
als Expressionskontrolle der einzelnen Fusionsproteine mitgeführt. 
 
4.1.3.1 Untersuchung der NP-NP-Interaktion 
Das NP bindet zur Entstehung eines Nukleokapsids fest an das virale Genom. Es wird 
vermutet, dass die Homo-Oligomerisierung des NPs von entscheidender Bedeutung für 
die RNA-Enkapsidierung ist. Erst kürzlich konnte für das zu den Neuwelt-Arenaviren 
zählende TACV eine Homo-Oligomerisierung des N-Proteins nachgewiesen werden [112]. 
Es stellte sich daher die Frage, ob auch für die NPs der Altwelt-Arenaviren LASV, MOPV 
und LCMV eine homotypische Interaktion nachgewiesen werden kann und ob eine 
Wechselwirkung auch über die Speziesgrenzen hinweg möglich ist. Die Interaktion 
homologer und heterologer NPs wurde mittels Ko-Immunpräzipitation überprüft. Zu 
diesem Zweck wurden die NPs von LASV, MOPV und LCMV entweder mit einem C-
terminalen FLAG- oder HA-Epitop exprimiert.  
Die Ergebnisse der Ko-Immunpräzipitationsstudien sind in Abbildung 4.14 dargestellt. Die 
NPs von LASV und MOPV wurden sowohl durch die homologen, als auch durch die 
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heterologen NPs präzipitiert (Abbildung 4.14 A). Das LCMV NP konnte ebenfalls durch 
homologes und heterologes NP kopräzipitiert werden (Abbildung 4.14 B).  
Die Untersuchungen zeigten also, dass die NPs der Altwelt-Arenaviren LASV, MOPV und 
LCMV jeweils miteinander interagieren. Eine speziesübergreifende NP-NP-Interaktion ist 





Abbildung 4.14: Interaktion der NPs von LASV, MOPV und LCMV. Die FLAG-markierten NPs von LASV 
und MOPV (A) sowie LCMV (B) wurden mit den HA-markierten NPs aller drei Viren in BHK-21/J-Zellen 
koexprimiert. Die NP-NP-Komplexe wurden mit einem anti-HA-Antikörper kopräzipitiert. Proteine im 
zytoplasmatischen Lysat (Expressionskontrolle) und im Immunopräzipitat (anti-HA-IP) wurden durch SDS-
PAGE aufgetrennt, geblottet und mit anti-FLAG- sowie mit anti-HA Antikörper detektiert. 
 
4.1.3.2 Untersuchung der Interaktion von NP und L-Protein 
Vorherige Experimente ergaben, dass weder das LASV noch das MOPV NP die Funktion 
des LCMV L-Proteins unterstützen (Abschnitt 4.1.2.2). Möglicherweise wird die fehlende 
funktionelle Kooperation durch einen Defekt der physischen NP-L-Protein-Interaktion 
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hervorgerufen. Um diese Hypothese zu prüfen, wurde die Interaktion zwischen den 
homologen und heterologen NP und L-Proteinen mittels Ko-Immunpräzipitation 
untersucht. Die L-Proteine wurden mit einem 3xFLAG, die NPs mit einem HA-Epitop 
exprimiert. Die Präzipitation erfolgte über das HA-markierte NP, kopräzipitiertes L-Protein 
wurde im Western Blot mittels anti-FLAG-Antikörper detektiert. 
Abbildung 4.15 zeigt die Ergebnisse der Ko-Immunpräzipitation. LASV L-Protein wurde 
durch die NPs von LASV, MOPV und LCMV präzipitiert (Abbildung 4.15 A). Ebenso wurde 
das MOPV L-Protein durch das homologe NP sowie durch die heterologen NPs 
kopräzipitiert (Abbildung 4.15 B). Diese Ergebnisse entsprachen den Erwartungen, da die 
L-Proteine von LASV und MOPV auch im Replikonsystem mit den heterologen NP 
funktionell interagieren konnten. Wie erwartet wurde auch das LCMV L-Protein durch sein 
homologes NP präzipitiert (Abbildung 4.15 C). Allerdings wurde es auch durch die NPs 
von LASV und MOPV kopräzipitiert, obwohl diese heterologen NPs die Funktion des 
LCMV L-Proteins im Replikonkontext nicht unterstützen. 
Diese Ergebnisse belegen, dass eine fehlende funktionelle Kooperation zwischen NP von 
LASV bzw. MOPV und dem LCMV L-Protein nicht auf eine fehlende physische 
Assoziation der Proteine zurückzuführen ist. Ferner konnte gezeigt werden, dass die NP 







Abbildung 4.15: Physische Interaktion zwischen NP und L-Protein von LASV, MOPV und LCMV. Die 
FLAG-markierten L-Proteine von LASV (A), MOPV (B) oder LCMV (C) wurden mit den HA-markierten NPs 
aller drei Viren in BHK-21/J-Zellen koexprimiert. Die NP-L-Komplexe wurden mit einem anti-HA Antikörper 
kopräzipitiert. Proteine im zytoplasmatischen Lysat (Expressionskontrolle) und im Immunopräzipitat (anti-HA-





4.1.3.3 Untersuchung der Interaktion von Z- und L-Protein 
Für das TACV der Neuwelt-Arenaviren ist eine physische Interaktion von Z- und L-Protein 
beschrieben [91]. Innerhalb der Altwelt-Arenaviren ist eine solche Interaktion bisher 
allerdings nicht untersucht. Um darüber hinaus die Austauschbarkeit der Z-Proteine 
zwischen LASV, MOPV und LCMV zu beurteilen, wurde die Interaktion zwischen den 
homologen und heterologen Z- und L-Proteinen mittels Ko-Immunpräzipitation untersucht. 
Die Untersuchungen erfolgten unter meiner Aufsicht durch Steven Sijmons (biol. 
Masterarbeit am BNI, 2008/2009). 
Die L-Proteine wurden mit einem C-terminalen 3xFLAG-Epitop, die Z-Proteine mit einem 
C-terminalen HA-Epitop exprimiert. Die Präzipitation der Proteinkomplexe erfolgte über 
das HA-markierte Z-Protein mittels anti-HA-Antikörper. Das kopräzipitierte 3xFLAG-
markierte L-Protein wurde im Western Blot durch einen anti-FLAG-Antikörper 
nachgewiesen. 
Das LASV L konnte eindeutig mit dem homologen sowie heterologen Z-Protein von 
MOPV kopräzipitiert werden (Abbildung 4.16 A). Im Gegensatz dazu war das Signal für 
die Ko-Immunpräzipitation des LASV L mit dem LCMV Z kaum nachweisbar, obwohl alle 
Z-HA-Fusionsproteine gleichermaßen exprimiert und präzipitiert wurden. Wie Abbildung 
4.14 B zeigt, konnte das MOPV L sowohl durch das homologe als auch durch die 
heterologen Z-Proteine kopräzipitiert werden. Ebenso wurde das LCMV L-Protein durch 
die Z-Proteine von LASV und MOPV präzipitiert. Das Ko-Immunpräzipitationssignal mit 
dem eigenen Z-Protein war dagegen viel schwächer, was sich aber nicht auf eine 
geringere Expression oder schlechtere Präzipitation des Z-HA-Proteins zurückführen ließ 
(Abbildung 4.16 C). Das ungleiche Laufverhalten der Z-HA-Proteine wurde durch ihr 
unterschiedliches Molekulargewicht bedingt (LASV Z-HA: 12,3 kDa; MOPV Z-HA: 12,9 
kDa; LCMV Z-HA: 11,4 kDa). Diese Untersuchungen belegen eine speziesspezifische L-
Z-Interaktion innerhalb der Altwelt-Arenaviren, wobei die Interaktion zwischen LCMV L 
und dem homologen Z deutlich schwächer erscheint. Weiterhin konnte eine 
speziesübergreifende Interaktion zwischen L- und Z-Protein für MOPV und LCMV gezeigt 







Abbildung 4.16: Physische Interaktion zwischen Z und L-Protein von LASV, MOPV und LCMV. Die 
FLAG-markierten L-Proteine von LASV (A), MOPV (B) oder LCMV (C) wurden mit den HA-markierten Z-
Proteinen aller drei Viren in BHK-21/J-Zellen koexprimiert. Die Z-L-Komplexe wurden mit einem anti-HA-
Antikörper kopräzipitiert. Proteine im zytoplasmatischen Lysat (Expressionskontrolle) und im Immunopräzipitat 





4.1.3.4 Untersuchung der Interaktion von NP und Z-Protein 
Eine physische NP-Z-Interaktion ist bisher für Altwelt-Arenaviren nicht beschrieben 
worden. Ferner zeigten vorherige Experimente, dass das LCMV Z-Protein einen 
hemmenden Effekt auf das eigene sowie auf das MOPV Replikonsystem hatte. Die 
Aktivität des LASV Systems blieb dagegen unbeeinflusst (4.1.2.5). In weiteren Studien 
konnte eine relative Spezifität des LCMV Z-Proteins für das homologe NP gezeigt werden 
(4.1.2.6). Um zu überprüfen, ob die mangelnde Inhibition des LASV Replikons durch 
einen Defekt der physischen Interaktion von LASV NP mit LCMV Z hervorgerufen wird, 
sollte diese mittels Ko-Immunpräzipitation analysiert werden. Die Untersuchungen 
erfolgten unter meiner Aufsicht durch Steven Sijmons (biol. Masterarbeit am BNI, 
2008/2009). Die NPs und Z-Proteine wurden sowohl mit einem FLAG- als auch einem 
HA-Epitop exprimiert. Die Präzipitation der Proteinkomplexe erfolgte entweder über das 
HA-markierte NP oder Z-Protein mittels anti-HA-Antikörper.  
Obwohl die Fusionsproteine korrekt exprimiert und die homologen HA-markierten NPs 
erfolgreich präzipitiert wurden, konnte kein kopräzipitiertes Z-FLAG detektiert werden 
(Abbildung 4.17 A). In einem zweiten Ansatz konnte die erfolgreiche Präzipitation der HA-
markierten Z-Proteine und die korrekte Expression der NP-FLAG-Fusionsproteine 
nachgewiesen werden (Abbildung 4.17 B). Allerdings konnte auch hier keines der NP-
FLAGs durch sein homologes Z-Protein kopräzipitiert werden. Als Positivkontrolle der Ko-
Immunpräzipitation wurde die Interaktion von LASV NP-NP detektiert. Dieser Nachweis 
zeigte, dass das Fehlen von Ko-Immunpräzipitationssignalen der NP-Z-Interaktion nicht 
auf technische Fehler zurückzuführen ist. Da keine Intraspezies-Z-NP-Interaktionen 
detektierbar waren, wurde auf die speziesübergreifenden Z-NP-Interaktionsversuche 
verzichtet. 
Allerdings konnte sowohl NP als auch Z nachweislich mit dem homologen L-Protein 
kopräzipitiert werden (4.1.3.2 und 4.1.3.3). Es stellte sich daher die Frage, ob NP und Z 
indirekt über eine Interaktion mit dem L-Protein interagieren können. Zur Überprüfung 
dieser Hypothese wurden jeweils gleiche Mengen NP-HA, Z-FLAG und L-FLAG von 
LASV, MOPV und LCMV in BHK-21/J-Zellen kotransfiziert. Obwohl das L-Protein mit NP 
kopräzipitiert wurde, konnten jedoch keine Signale für das Z-Protein detektiert werden 
(Daten nicht gezeigt). 
Für die Altwelt-Arenaviren LASV, MOPV und LCMV konnte somit per Ko-






Abbildung 4.17 Untersuchung der NP-Z-Interaktion von LASV, MOPV und LCMV. (A) Die FLAG-
markierten NP-Proteine von LASV, MOPV oder LCMV wurden mit den homologen HA-markierten Z-Proteinen 
in BHK-21/J-Zellen koexprimiert. Die Ko-Immunpräzipitation erfolgte über das Fusionsprotein Z-HA mittels 
anti-HA-Antikörper. (B) FLAG-markierte Z-Proteine von LASV, MOPV oder LCMV wurden mit homologem, 
HA-markierten NP in BHK-21/J-Zellen koexprimiert. Die Ko-Immunpräzipitation erfolgte über NP-HA mittels 
anti-HA-Antikörper. Als Positivkontrolle wurde die LASV NP-NP-Interaktion nachgewiesen. Proteine im 
zytoplasmatischen Lysat (Expressionskontrolle) und im Immunopräzipitat (anti-HA-IP) wurden durch SDS-









4.2 Etablierung eines rekombinanten Mopeia-Virus-Systems 
Um die Funktion und Bedeutung von Proteinen sowie von regulatorischen Elementen 
innerhalb des vollständigen viralen Lebenszyklus und im Rahmen der Pathogenese 
untersuchen zu können, ist die Generierung genetisch modifizierter rekombinanter Viren 
notwendig. Dazu mussten die cDNAs der MOPV S- und L-RNA Segmente in voller Länge 
in Plasmid-Vektoren kloniert werden. Als Basis des rekombinanten MOPV-Systems diente 
der MOPV Stamm AN 21366-BNI. Für die Expression der S- und L-RNA Segmente wurde 
ein T7-RNA-Polmerase basiertes System gewählt. Das Prinzip des rekombinanten 
MOPV-Systems ist in Abbildung 4.18 dargestellt. Die antigenomische T7-
Expressionskassette der S- und L-Segmente wird zusammen mit den 
Expressionsplasmiden der trans-aktiven Faktoren NP und L-Protein in T7-Polymerase-
exprimierende Zellen kotransfiziert. Nach Expression der viralen RNAs und Proteine 
erfolgt die Rekonstitution replikations- und transkriptionskompetenter RNP-Komplexe und 





Abbildung 4.18: Experimentelles Verfahren zur Herstellung rekombinanter MOPV. T7p: T7-RNA-
Polymerase-Promotor, IRES: Internal Ribosomal Entry Site, 5: 5’-UTR, 3: 3’-UTR. Die Stem-loop Strukturen 
der Intergenregionen sind gezeigt. Erläuterungen siehe Text. 
 
4.2.1 Herstellung von Plasmiden mit vollständigem S- bzw. L-Segment des MOPV 
Die Herstellung von MOPV S- bzw. L-Segment kodierenden Plasmiden erfolgte mittels 
Mutagenese-PCR (3.1.10.2). Aufgrund ihrer Größe von 3,4 kb bzw. 7,3 kb musste die 
cDNA der S- bzw. L-RNA aus mehreren Fragmenten zusammengesetzt werden. 
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Durch die vorangegangenen Arbeiten zum Aufbau eines MOPV Replikonsystems lagen 
die einzelnen Fragmente des S-Segmentes bereits in Plasmiden vor. So konnten das 
pCITE-Mop-NP und das pMOP-MG als Basis der Klonierung verwendet werden. Das Gen 
für das GPC wurde vorab in den Vektor pUC18 kloniert. 
Zur Konstruktion eines vollständigen S-Segmentes wurden fünf PCR-Fragmente 
amplifiziert. Diese umfassen das GPC-Gen mit einem Teil der 5’-UTR, die IGR mit den 
angrenzenden Sequenzen für GPC und NP, das NP-Gen mit Teilen der 3’-UTR sowie die 
komplette 5’- und 3’-UTR mit den angrenzenden Bereichen von GPC bzw. NP und 
Anteilen der pX12ΔT Vektorsequenz. Die einzelnen Fragmente überlappten um 
mindestens 25 Nukleotide und wurden schrittweise aneinander gefügt. Dazu wurden 
jeweils zwei überlappende PCR-Fragmente in einer weiteren PCR-Reaktion hybridisiert 
und durch flankierende Primer amplifiziert. Das resultierende PCR-Fragment des 
vollständigen MOPV S-Segmentes wurde durch AvrII-Schnittstellen, die in beiden UTRs 
singulär vorkommen, gespalten und mit der AvrII geschnittenen pX12ΔT-Vektorsequenz 
des MOPV MG sowie den darin verbliebenen 5’- und 3’-UTR-Anteilen ligiert (Abbildung 
4.19).  
Zum Aufbau des kompletten L-Segmentes aus fünf Einzelfragmenten standen aus der 
Etablierung des MOPV Replikonsystems bereits das komplette L- und Z-Gen in 
Plasmidform zur Verfügung. Als Ausgangsmaterial der IGR sowie der beiden UTRs der 
genomischen MOPV L-RNA wurde aufgereinigte MOPV-RNA mit virusspezifischen 
Primern in cDNA umgeschrieben und mittels PCR amplifiziert. Das Zusammenfügen der 
einzelnen Fragmente erfolgte in Analogie zum S-Segment. Die vollständige Sequenz des 
L-Segmentes wurde über die AvrII-Schnittstellen innerhalb der UTRs mit dem AvrII 
geschnittenen Vektor pCAGGS sowie den darin enthaltenen 5’- und 3’-UTR-Anteilen 
ligiert. Die Orientierung der inserierten Segmente wurde mittels Restriktionsendo-
nukleaseverdau kontrolliert und die korrekte Sequenz der kompletten genomischen  
S- und L-Segmente per Sequenzierung überprüft.  
Die endgültige Sequenz des verwendeten S-Segmentes entsprach der 
Konsensussequenz von MOPV AN 21366-BNI bis auf einen stillen Basenaustausch von A 
zu G an Aminosäureposition 3109. Die Sequenz des L-Segmentes enthielt drei stille 
Basenaustausche (A zu G an Aminosäureposition 93, G zu A an Aminosäureposition 
3537 und A zu G an Aminosäureposition 4329). Die Basenaustausche dienten als 
genetische Marker zur Unterscheidung des rekombinanten MOPV vom Wildtyp-Virus. 







Abbildung 4.19: Schematische Darstellung der Klonierung des S-Segmentes des MOPV AN 21366-BNI. 
Das S-Segment des MOPV wurde aus fünf überlappenden PCR-Fragmenten zusammengesetzt und über 
AvrII-Schnittstellen in den Vektor pX12ΔT inseriert. Analog erfolgte die Herstellung eines vollständigen L-
Segmentes. 
 
4.2.2 Amplifikation von antigenomischen L- und S-Fragmenten und Rescue eines 
infektiösen Virus 
Aufgrund der ambisense-Kodierungsstrategie von Arenaviren liegen die Gene für NP und 
L innerhalb der genomischen RNA in negativer Orientierung vor, während die mRNA der 
Expressionsplasmide beider Gene positiv orientiert ist. Um zu verhindern, dass beide 
RNA-Spezies während der initialen Expression durch die T7-Polymerase miteinander 
hybridisieren, wurden per PCR antigenomische Segmente synthetisiert und in die Ko-
Transfektion eingesetzt. Als Matrize zur Amplifikation antigenomischer S- und L-Segment 
PCR-Fragmente dienten die Plasmide, welche die kompletten S- und L-Segmente von 
MOPV enthielten. Das antigenomische S-Segment wurde mit den Primern 
MO119_auth_GPC_Ende und MO_IFKT7NP amplifiziert. Für die Amplifikation des 
antigenomischen L-Segmentes wurden die Primer MO_auth_Z_Ende und MO_IFKT7L 
verwendet. Die Rückwärtsprimer enthielten eine T7-Promotor Sequenz und hybridisierten 
mit dem genomischen 3’-Ende des entsprechenden Segmentes. Die Vorwärtsprimer 
hybridisierten mit dem genomischen 5’-Ende. Da die Sequenz des jeweiligen 
Vorwärtsprimers dem konservierten 3’-Terminus der korrespondierenden 
antigenomischen RNA entspricht, entstehen durch Amplifikation antigenomische S- und L-
Segmente mit authentischem 3’-Ende. Die amplifizierten DNA-Produkte wurden mittels 
NucleoSpin Extract II Kit (Macherey & Nagel) aufgereinigt und photometrisch quantifiziert. 
Die resultierenden antigenomischen T7-Expressionskassetten der S- und L-Segmente 
wurden entweder ohne oder zusammen mit den T7-Expressionsplasmiden für das MOPV 
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oder LASV NP und L-Protein in BSR-T7/5-Zellen kotransfiziert. Dazu wurden folgende 
DNA-Konzentrationen als optimal gewählt: 300 ng S-Segment, 500 ng L-Segment, 300 ng 
pCITE-NP und 300 ng pCITE-L. Die bei 37 °C kultivierten BSR-T7/5-Zellen wurden 
dreimal passagiert bevor das rekombinante Virus 12 Tage nach Transfektion geerntet 
werden konnte. Die Entstehung von Viren wurde an den Tagen 7 und 12 nach der 
Transfektion mittels indirekter Immunfluoreszenz (3.3.4) überprüft. 
Rekombinante MOPV konnten sowohl nach Transfektion der antigenomischen S- und  
L-Segmente mit dem MOPV NP und L-Protein als auch mit dem NP und L-Protein von 
LASV nachgewiesen werden. Ohne die Anwesenheit von NP und L-Protein entstanden 
keine rekombinanten Viren (Daten nicht gezeigt). 
Anschließend wurden die rekombinanten Viren passagiert. Dazu wurde virushaltiger BSR-
T7/5-Zellkulturüberstand zur Reinfektion frischer Vero-Zellen genutzt. Die Zellen wurden 
fünf Tage nach Infektion fixiert und die erfolgreiche Infektion mittels Immunfluoreszenz 
überprüft (Abbildung 4.20). Als Negativkontrolle der Immunfluoreszenz wurde der 
Überstand von BSR-T7/5-Zellen verwendet, die nur mit dem L-Segment sowie NP und L-
Protein transfiziert worden waren. Abbildung 4.20 zeigt, dass die in BSR-T7/5-Zellen 
generierten rMOPV Vero-Zellen infizieren können. Abschließend wurde der Virustiter im 




Abbildung 4.20: Nachweis des rekombinanten MOPV in infizierten Vero-Zellen. In BSR-T7/5-Zellen 
generiertes rMOPV wurde zur Infektion von Vero-Zellen verwendet. Die infizierten Zellen wurden fünf Tage 
nach Infektion fixiert und MOPV NP mittels monoklonalem anti-MOPV NP(5D9/2)-Antikörper nachgewiesen. 
Als Negativkontrolle diente der Überstand von BSR-T7/5-Zellen, die nur mit dem L-Segment sowie NP und L-
Protein transfiziert worden waren. 
 
4.2.3 Ermittlung der Wachstumskinetik des rekombinanten Mopeia-Virus (rMOPV) 
Um die Wachstumseigenschaften des rMOPV mit dem Wildtyp-MOPV (MOPV WT) zu 
vergleichen, wurden Vero-Zellen jeweils mit einer MOI von 0,01 und 0,1 infiziert. Zu den 
angegebenen Zeiten (0, 24, 48 und 72 h nach Infektion) wurde der Virustiter im 
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Kulturüberstand durch einen Immunofocus-Assay (Abbildung 4.21) bestimmt. Es zeigte 
sich, dass das rekombinante Virus eine ähnliche Wachstumskinetik hatte wie das Wildtyp-
Virus. Vier Tage nach Infektion lag die Viruskonzentration des rMOPV bei 5,5 x 106 (MOI 




Abbildung 4.21: Wachstumskinetik des rekombinanten MOPV. Vero-Zellen wurden mit MOPV WT oder 
rMOPV mit einer MOI 0,01 oder 0,1 infiziert. In 24 h-Intervallen wurden die Zellkulturüberstände geerntet und 
der Virustiter mittels Immunofocus-Assay bestimmt.  
 
4.2.4 Genetische Charakterisierung des rMOPV 
Zur Identifizierung des propagierten rMOPV wurden die genetischen Markermutationen 
innerhalb des rekombinanten viralen Genoms nachgewiesen. Hierfür wurde die virale 
RNA aus dem Zellkulturüberstand isoliert (3.1.17), die Bereiche des Genoms, welche die 
Mutationen enthielten, mittels Qiagen One Step RT-PCR Kit amplifiziert und sequenziert. 
Eine Verunreinigung der Viruspräparation durch parentale Plasmid-DNA und damit ein 
falsch-positiver Nachweis der Markermutation wurden in einem Kontrollansatz durch PCR 
ohne reverse Transkription ausgeschlossen. Diese Daten belegen die erfolgreiche 





5.1 Speziesübergreifende Untersuchungen des Repl ikationskomplexes 
von Altwelt -Arenaviren 
In dieser Arbeit wurden die funktionellen und physischen Wechselwirkungen zwischen 
den Komponenten der Replikations- und Transkriptionsmaschinerie für die Altwelt-
Arenaviren LASV, MOPV und LCMV charakterisiert. Um zu untersuchen, inwieweit 
genetische Elemente und virale Proteine auch speziesübergreifend funktionell sind, 
wurden Reportergen-exprimierende Replikonsysteme für MOPV und LCMV etabliert. Der 
Aufbau der beiden Systeme erfolgte in Analogie zu dem bereits publizierten System für 
LASV [79]. Alle drei Systeme basieren auf einer T7-RNA-Polymerase vermittelten 
Expression des MG und der viralen Proteine. Das Reportergen-exprimierende MG wurde 
auf Basis der entsprechenden genomischen S-RNA konstruiert, wobei die 
virusspezifischen Gene für GPC und NP jeweils durch die Reportergene der 
Chloramphenicol-Acetyltransferase (CAT) und der Renilla-Luciferase ersetzt wurden. Die 
Funktionalität der Systeme wurde über die Expression der Renilla-Luciferase und per 
Northern Blot bestimmt. Im Vergleich zu den Systemen von LASV und LCMV besaß das 
MOPV-System eine zehnfach geringere transkriptionelle Aktivität, die auf die 
Eigenschaften des MOPV MG und L-Proteins zurückgeführt werden konnten. Die 
Bestandteile des arenaviralen RNP-Komplexes (MG, NP und L-Protein) konnten ohne 
Funktionsverlust zwischen den Replikonsystemen von LASV und MOPV ausgetauscht 
werden. Im Gegensatz dazu war für die Aktivität des LCMV L-Proteins das homologe NP 
nötig. Die Analysen der LASV/LCMV NP-Chimären zeigten, dass innerhalb des NPs die 
LCMV-spezifische Aminosäure Isoleucin an Position 53 und der C-terminale Bereich von 
Position 340 bis 558 für die Funktion des LCMV L-Proteins im Replikonkontext essentiell 
sind. Allerdings ist die mangelnde funktionelle Kooperation zwischen dem NP von LASV 
bzw. MOPV und dem LCMV L-Protein nicht durch eine fehlende physische Assoziation 
der Proteine begründet.  
Die Z-Proteine von LASV, MOPV und LCMV hatten einen starken inhibitorischen Effekt 
auf die Aktivität des homologen Replikonsystems und speziesübergreifend auf die 
Systeme von MOPV und LCMV. Im Gegensatz dazu blieb die Aktivität des LASV Systems 
durch LCMV Z-Protein unbeeinflusst. Für die Inhibition des LASV Replikonsystems durch 
das LCMV Z-Protein musste das LASV NP gegen das NP von LCMV ersetzt werden. Der 
hemmende Effekt des LCMV Z-Proteins ist von einer funktionellen Kooperation mit dem 
C-Terminus des LCMV NP abhängig. Eine physische Z-NP-Interaktion konnte in dieser 
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Arbeit allerdings nicht nachgewiesen werden. Stattdessen konnte die Interaktion des Z-
Proteins von LASV und MOPV sowohl mit dem homologen als auch dem heterologen  
L-Protein der beiden Viren gezeigt werden. Eine physische Assoziation des LCMV  
Z-Proteins mit den L-Proteinen von LCMV und LASV war nicht eindeutig feststellbar, 
allerdings von LCMV Z mit dem MOPV L. Die NPs der drei Altwelt-Arenaviren konnten 
sowohl speziesspezifisch als auch speziesübergreifend miteinander interagieren. 
Reassortierung und Rekombination sind während der Evolution von RNA-Viren übliche 
Mechanismen, die eine schnelle Anpassung an neue Bedingungen erleichtern. 
Reassortierung, worunter der Austausch kompletter Genomsegmente zu verstehen ist, 
wird häufig innerhalb der Influenza A Viren (Orthomyxoviridae) beobachtet. Des Weiteren 
sind Beispiele natürlicher Reassortierung für die Orthobunyaviren beschrieben [136-138]. 
Für die Arenaviren sind gegenwärtig keine natürlichen Reassortanten bekannt, obwohl es 
Hinweise auf Rekombination des S-Segmentes während der Evolution von Neuwelt-
Arenaviren gibt [139]. Eine Voraussetzung für die Generierung einer vermehrungsfähigen 
Reassortante oder eines rekombinanten Virus ist die Kompatibilität der Proteine oder 
genetischer Elemente, die von den parentalen Viren abstammen. Die Studien dieser 
Arbeit, in denen gleich drei bedeutende Spezies der Altwelt-Arenaviren berücksichtigt 
wurden, demonstrieren die Möglichkeit von Rekombinationen innerhalb dieser 
Virusgruppe. Allerdings könnten Vorgänge auf Ebene des Viruseintritts oder der 
Virusfreisetzung, die durch das Replikonsystem nicht erfasst werden, die Vielfalt solch 
rekombinierter Viren begrenzen.  
Innerhalb der untersuchten Prozesse der Replikation und Transkription können zwischen 
den phylogenetisch eng verwandten LASV und MOPV Proteine und genetische Elemente 
wie UTRs und IGR ohne erkennbaren Funktionsverlust ausgetauscht werden. Selbst der 
charakteristische Unterschied innerhalb der S-RNA, nämlich die zweite Stammschleife in 
der MOPV IGR [45], hat offenbar keinen Einfluss auf die transkriptionelle Aktivität des L-
Proteins. Die Möglichkeit, in Zellkultur wachstumsfähige MOPV/LASV Reassortanten zu 
generieren, welche die L-RNA von MOPV und die S-RNA von LASV [44] enthalten, 
bestätigt die Daten, die im Replikonsystem erhoben wurden. 
Eine weitere interessante Beobachtung ist die im Vergleich zu LASV und LCMV 
reduzierte Aktivität des MOPV Replikonsystems. Dieser Phänotyp wurde in mehreren 
unabhängig wiederholten Experimenten bestätigt und konnte auf das L-Protein und 
Sequenzen im MG zurückgeführt werden. Insbesondere der Austausch der MOPV 3’-UTR 
durch die des LASV hatte eine gesteigerte Expression des MG-basierten Reportergens 
Ren-Luc zur Folge. Die 3’-UTR liegt stromaufwärts vom Startcodon des Ren-Luc-Gens. 
Daher wäre es denkbar, dass die Translation durch die MOPV 3’-UTR weniger effizient 
initiiert wird als durch die 3’-UTR des LASV. 
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Im Northern Blot konnte das Expressionsniveau der Ren-Luc mRNA für das MOPV und 
LASV MG bestimmt werden. Ein Vergleich mit den Luciferase-Werten zeigte, dass die 
Menge der Ren-Luc mRNA des MOPV MG etwa 60% der des LASV MG entsprach. Die 
mittels Luciferase-Assay bestimmte Aktivität des Ren-Luc Proteins lag allerdings nur bei 
13%. Dieser Befund unterstützt die Annahme, dass Unterschiede in der Translations-
Effizienz zumindest teilweise zu den beschriebenen Aktivitätsunterschieden beitragen. 
Ein weiterer Faktor, der zur reduzierten Aktivität des MOPV Replikonsystems beiträgt, ist 
das L-Protein. Ob dieser Einfluss auf eine intrinsisch niedrigere Enzymaktivität des  
L-Proteins zurückzuführen ist und ob die vergleichsweise schwächere Pathogenität des 
MOPV gegenüber der des LASV [140] mit einer reduzierten Replikonaktivität einhergeht, 
ist Gegenstand weiterer Untersuchungen. Erstaunlicherweise ließen sich die genetischen 
Elemente und Proteine auch zwischen den afrikanischen Arenaviren und dem entfernter 
verwandten LCMV austauschen. So waren das LASV und MOPV Replikonsystem auch 
mit MG, NP, oder L-Protein von LCMV funktionell. Die reziproken Experimente zeigten 
jedoch einen deutlichen Block in der funktionellen Kooperation zwischen LCMV L-Protein 
und heterologen NPs. 
Für das TACV der Neuwelt-Arenaviren ist eine physische Interaktion von NP und  
L-Protein beschrieben [91]. Dennoch ist gegenwärtig wenig über die Interaktion der 
beiden wichtigsten Proteine des arenaviralen Replikationskomplexes bekannt. Während 
das LASV L-Protein mit den NPs von LASV und MOPV funktionell interagieren kann, ist 
die Aktivität des LCMV L-Proteins von einer Kooperation mit dem homologen NP 
abhängig. Dieser Befund eröffnete die Möglichkeit, innerhalb des NPs die 
Aminosäurereste zu identifizieren, welche für die Aktivität des L-Proteins erforderlich sind. 
Die Analysen, die mit Hilfe chimärer NPs erfolgten, offenbarten zwei Bereiche im LCMV 
NP, die für die funktionelle Kooperation mit dem homologen L-Protein von Bedeutung 
sind. Trotz einer Divergenz von 38% zwischen der NP-Aminosäuresequenz des LASV 
Stamm AV und LCMV Armstrong Klon 13 war eine große Zahl der chimären NPs teilweise 
oder voll funktionsfähig. Ausgewählte Chimären, wie Nr. 26, 32 und 34 mit dem 
LASV/LCMV Fusionsbereich an Position 344/340 besaßen eine Aktivität auf Niveau des 
parentalen Wildtyp-Proteins. Die C-terminale Domäne des LCMV NP von Position 340 bis 
558 wurde ebenfalls als eine Hauptdeterminante für die Funktion mit dem homologen  
L-Protein identifiziert. Dieser Befund prognostiziert die Existenz von funktionell und 
strukturell unabhängigen N- und C-terminalen Domänen des NP mit einer Interdomänen-
Grenze an Position 340. Diese Vorhersage wurde kürzlich auch durch 
Röntgenkristallographie-Studien zum LASV NP bestätigt [105, 106] (Abbildung 5.1). Der 
zweite Bereich im LCMV NP, der die Funktion des homologen LCMV L-Proteins 
determinierte, war Isoleucin an Position 53. Überraschenderweise war selbst der minimale 
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Austausch von Isoleucin zum LASV-spezifischem Leucin ausreichend, um die Synthese 
von Antigenom und mRNA zu verhindern. Welche Funktion dieser Rest während der 
RNA-Synthese übernimmt ist spekulativ. Die Lokalisation dieses Restes auf der 
Oberfläche der N-terminalen Domäne deutet aber auf eine direkte Wechselwirkung mit 
dem L-Protein hin (Abbildung 5.1). Da das LCMV L-Protein in den Ko-
Immunpräzipitationsstudien physisch sowohl mit dem LCMV NP als auch mit dem NP des 
LASV interagierte, ist der Rest an Position 53 vermutlich nur an einer schwachen oder 
vorübergehenden Interaktion beteiligt. Möglicherweise existieren zwischen den Proteinen 




Abbildung 5.1: Lokalisierung des Aminosäurerestes 53 auf der Oberfläche der LASV NP-Struktur. Die 
schematische 3D-Darstellung zeigt die Röntgenstruktur 3MX5 [105]. Die Seitenkette von L53 am C-Terminus 
von Helix 3 ist schwarz abgebildet. Die gestrichelte Linie stellt die Grenze zwischen der N-und C-terminalen 
Domänen des NP dar. 
 
Das Z-Protein ist kein Bestandteil des RNP-Komplexes und wird im Replikonkontext nicht 
für die RNA-Synthese benötigt [55, 78, 79]. Dennoch hat es einen starken inhibitorischen 
Einfluss auf die Aktivität der Replikonsysteme [55, 78, 79, 90, 141]. Interessanterweise 
wirkten einige Z-Proteine auch über Speziesgrenzen hinweg. So wurden die 
Replikonsysteme von MOPV und LCMV durch heterologe Z-Proteine inhibiert. Eine 
Hemmung des LASV-Systems durch LCMV Z-Protein war nicht möglich. Die physische 
Interaktion des Z-Proteins mit NP und L-Protein ist bekannt [91, 96, 112]. Außerdem 
konnte für das TACV der Neuwelt-Arenaviren gezeigt werden, dass der hemmende 
Einfluss des Z-Proteins von einer Interaktion mit dem L-Protein abhängig ist [91]. Die Ko-
Immunpräzipitationsstudien, in denen das LASV L-Protein sehr viel schwächer mit dem 
LCMV Z-Protein interagierte, scheinen eine physische Z-L-Interaktion als Basis für die 
DISKUSSION 
87 
Hemmung zu bestätigen. Allerdings lassen die Replikonstudien auch eine funktionelle 
Interaktion des Z-Proteins mit dem NP vermuten, da das LASV Replikonsystem nach 
Austausch des homologen NPs zu LCMV NP durch das LCMV Z-Protein gehemmt 
werden konnte. Die relative Spezifität des LCMV Z-Proteins für das homologe NP 
ermöglichte mit Hilfe chimärer LASV/LCMV NPs die Identifizierung eines Bereiches, der 
für die funktionelle Kooperation mit dem LCMV Z-Protein erforderlich ist (Daten nicht 
gezeigt). Die hierfür relevanten Aminosäurereste von Position 374 bis 414 liegen 
innerhalb der C-terminalen Domäne des NP, die für die physische Interaktion mit dem  
Z-Protein verantwortlich gemacht wird [112, 113, 142]. Außerdem überlappt der 
identifizierte Bereich mit Aminosäureresten, die vermutlich eine Interaktion des NP mit 
dem ESCRT-assoziierten Protein AIP1 vermitteln und so zur Verpackung des RNP-
Komplexes in Virionen beitragen [114]. Die Rekrutierung des RNP-Komplexes in 
Viruspartikel über eine Z-NP-Interaktion ist wahrscheinlich [112, 135, 143]. Allerdings 
scheint sie auf einer schwachen Wechselwirkung der beiden Proteine zu beruhen, da eine 
direkte NP-Z-Interaktion per Ko-Immunpräzipitation nicht nachgewiesen werden konnte. 
Ein Befund der auch durch Daten der Literatur bestätigt wird [91, 113]. Durch Verwendung 
des Mammalian two-Hybrid Systems und biomolekularer Fluoreszenzkomplementation 
(BiFC) wurde erst kürzlich eine NP-Z-Interaktion für LASV und LCMV gezeigt [142]. Das 
LCMV NP interagierte physisch sowohl mit dem homologen als auch dem heterologen 
LASV. Im Gegensatz dazu war das LASV NP auf eine Interaktion mit dem eigenen  
Z-Protein beschränkt [142]. Die Ergebnisse dieser Interaktionsstudien korrelieren mit den 
funktionellen Analysen der vorliegenden Arbeit. Anders als für das TACV der Neuwelt-
Arenaviren beschrieben [91], konnte für die Altwelt-Arenaviren LASV, MOPV und LCMV 
auch keine über das L-Protein vermittelte indirekte Interaktion von NP und Z-Protein 
festgestellt werden. 
Die Daten dieser und anderer Arbeiten deuten darauf hin, dass der hemmende Einfluss 
des Z-Proteins auf die virale RNA-Synthese nicht einfach durch eine Blockierung des  
L-Proteins verursacht wird [91]. Es ist vielmehr vorstellbar, dass die Interaktion zwischen 
dem Z-Protein und NP und/oder L-Protein den RNP-Komplex vom Ort der RNA-Synthese 
wegführt und so die Replikation und Transkription beendet. 
Für die Enkapsidierung des viralen Genoms sowie dessen Replikation und Transkription 
ist die Homo-Oligomerisierung des NPs vermutlich von entscheidender Bedeutung. 
Dennoch ist die NP-NP-Interaktion für Altwelt-Arenaviren kaum untersucht [105, 112]. Die 
Fähigkeit des NPs mit sich selber zu interagieren, konnte in dieser Arbeit gleich für drei 
Altwelt-Arenaviren, LASV, MOPV und LCMV, nachgewiesen werden. Ebenso war eine 
Interaktion von NPs verschiedener Virusspezies möglich. Röntgenkristallographie-
Studien, die ein ringförmiges NP-Trimer zeigen, bestätigen den Befund einer NP-NP-
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Interaktion [105, 106]. Die Wechselwirkung zwischen den NPs ist offensichtlich 
unabhängig von der Anwesenheit viraler RNA. Ob virale RNA die NP-NP-Interaktion 
verstärkt, bleibt zu klären. Obwohl der Einfluss zellulärer RNA in den Ko-
Immunpräzipitationsstudien nicht ganz ausgeschlossen werden kann, ist anzunehmen, 
dass die NPs der Altwelt-Arenaviren ähnlich wie beim TACV auch in Abwesenheit 
zellulärer RNA miteinander interagieren können [112]. Für die Oligomerisierung des TACV 
NP ist ein Coiled-Coil Proteinstrukturmotiv im N-Terminus des NP von entscheidender 
Bedeutung [112]. Coiled-Coil Motive gehören zu den Protein-Protein-
Interaktionselementen, dessen charakteristische Abfolge von Aminosäuren auch im  
N-Terminus des NP von Altwelt-Arenaviren vorliegt. Die Bindung heterologer NPs über 
dieses gemeinsame Strukturmotiv wäre vorstellbar, bedarf aber weiterer Untersuchungen. 
Die Daten bisheriger Publikationen und dieser Arbeit weisen auf zahlreiche Interaktionen 
und Funktionen von NP während des viralen Lebenszyklus hin. NP ist die 
Hauptkomponente des RNP-Komplexes. Es verfügt über eine N-terminale Nukleotid-
Bindungsstelle [105] und interagiert mit sich selbst sowie mit weiteren viralen und 
zellulären Proteinen [91, 112, 114]. Insbesondere die C-terminale Domäne ist 
multifunktionell. Sie interagiert, wie in dieser Arbeit gezeigt, während der RNA-Synthese 
mit dem L-Protein und ist vermutlich für die Freisetzung der Viruspartikel durch Bindung 
des Z-Proteins sowie des zellulären Transportfaktors ALIX/AIP1 von Bedeutung [112-114, 
135]. Die 3’-5’ Exoribonukleaseaktivität des C-Terminus ist entscheidend für den NP 
vermittelten Antagonismus der Interferonantwort [105, 107-109, 111]. Diese vielfältigen 
Funktionen könnten durch Bindung anderer viraler und zellulärer Faktoren sowie durch 
Phosphorylierung oder Änderungen der Tertiär- oder Quartärstruktur des NP reguliert 
werden. Erst kürzlich wurden für das NP des Rift-Valley-Fieber-Virus verschiedene 
Konformationen beschrieben, von denen lediglich eine die Bildung von RNP-Komplexen 
erlaubt [144, 145]. 
Diese Arbeit identifizierte relevante Bereiche des NP, die für die funktionelle Kooperation 
mit dem Z- und L-Protein wichtig sind. Zukünftige Analysen sollten sich auf die Aufklärung 
entsprechender Regionen innerhalb des L-Proteins fokussieren. Wie hier gezeigt, war das 
LASV L-Protein sowohl mit dem LASV NP als auch dem NP von LCMV funktionell, 
während das LCMV L-Protein mit LASV NP inaktiv war. Somit wäre es möglich, die 
Regionen oder Aminosäurereste innerhalb des L-Proteins, welche für die funktionelle 
Kooperation mit dem NP erforderlich sind, in Analogie zum NP zu identifizieren. Die 
Interaktion zwischen dem L-Protein und den beiden identifizierten Regionen des NPs stellt 




5.2 Etablierung eines rekombinanten Mopeia-Virus-Systems 
Ein weiterer Aspekt dieser Arbeit ist der Aufbau eines reversen Genetiksystems zur 
Generierung rekombinanter MOPV. Das System basiert auf einer T7-RNA-Polymerase 
vermittelten Expression der viralen Proteine und antigenomischen RNA-Segmente, wobei 
die beiden RNA-Segmente ausschließlich als PCR-Produkte transfiziert wurden. Das 
MOPV S- bzw. L-Segment wurde in voller Länge in einen Vektor integriert und zur 
Herstellung antigenomischer PCR-Fragmente verwendet. Die Transfektion der 
antigenomischen T7-Expressionskassetten der S- und L-Segmente zusammen mit den 
T7-Expressionsplasmiden für NP und L-Protein führte zur Entstehung infektiöser MOPV-
Partikel. 
Reverse Genetiksysteme zur Herstellung rekombinanter Altwelt-Arenaviren sind bisher für 
LCMV und LASV beschrieben [57, 58, 116, 117]. Zur Expression der viralen RNA-
Segmente wurde entweder ein T7-RNA-Polymerase-System [58, 116] oder ein RNA-
Polymerase-I-basiertes System verwendet [57, 117]. Im Gegensatz zu dem 
zellkernabhängigen Pol-I-basierten System werden bei Verwendung eines T7-
Polymerase-Systems die primären Transkripte des S- und L-Segmentes, in Analogie zum 
natürlichen Replikationszyklus von Arenaviren, im Zytoplasma der Wirtszelle synthetisiert. 
Für die Herstellung rekombinanter Viren ist die Generierung einer authentischen  
3’-Sequenz der viralen Segmente während der Expression vom parentalen Plasmid von 
Bedeutung [74]. Im Pol-I-System wird das 3’-Ende durch ein Terminationssignal für die 
Pol-I gewährleistet. Im Gegensatz dazu ist die korrekte Prozessierung des 3’-Endes in 
den bisher beschriebenen T7-Systemen von einem Ribozym abhängig [58, 116, 147]. Die 
Effizienz der Ribozyme scheint im Vergleich zum Terminator der Polymerase-I allerdings 
geringer zu sein [79]. Eine alternative und einfache Generierung authentischer 
Genomenden wird durch PCR-Amplifikation der viralen Segmente ermöglicht, wobei 
entsprechende 3’-terminale Primer die Sequenzenden bestimmen. Auf diese Weise 
wurden die Segmentenden des rekombinanten MOPV (rMOPV) dieser Arbeit hergestellt. 
Die Segmente wurden ausschließlich als PCR-Produkte transfiziert. Damit unterscheidet 
sich das T7-basierte System des rMOPV in der Art der transfizierten cDNA von allen 
bestehenden T7-Systemen, bei denen Plasmide transfiziert werden. Die viralen RNA-
Segmente wurden in antigenomischer Orientierung exprimiert. Dadurch wird ein 
potentieller hybrid arrest Effekt durch Hybridisierung der NP- und L-mRNA an die RNA 
des S- bzw. L-Segmentes verhindert. Allerdings scheint dieser Effekt nicht von größerer 
Bedeutung zu sein, da auch positiv orientierte RNA-Segmente zur Entstehung 
rekombinanter Viren führen können [57, 58].  
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LASV und MOPV sind innerhalb der Altwelt-Arenaviren eng miteinander verwandt und die 
Reassortierung der Viren nach Koinfektion ist bereits beschrieben worden [41, 44, 148]. 
Die Verfügbarkeit von reversen Genetiksystemen für LASV und MOPV erlaubt es nun, 
ganze Sequenzelemente beider Viren in Chimären zu kombinieren. Dadurch könnte der 
Einfluss bestimmter Sequenzabschnitte sowie einzelner oder kombinierter Aminosäure-
Substitutionen auf die virale Pathogenese, genetische Stabilität und das 
Replikationsverhalten ermittelt werden. Die erfolgreiche Herstellung rekombinanter Viren 
ausgehend von PCR-Fragmenten eröffnet die Möglichkeit, die Genomsequenzen in voller 
Länge durch Mutagenese-PCR-Technologie aufzubauen und zeitaufwendige 
Konstruktionen von Expressionsplasmiden komplett zu umgehen. Gewünschte 
Mutationen könnten in Analogie zu den in dieser Arbeit beschriebenen mutanten NP-
Chimären in die Segmente inseriert werden, ohne die individuellen Segmentmutanten in 
Plasmide integrieren zu müssen. Aus diesem Grund könnte die Transfektion von PCR-
Fragmenten anstelle von kompletten Plasmiden die effizienteste Methode zur Herstellung 




Das Lassa-Virus (LASV) tritt endemisch in Westafrika auf und kann nach Übertragung auf 
den Menschen eine hämorrhagische Fiebererkrankung verursachen. Das nahe verwandte 
Mopeia-Virus (MOPV) ist in Ostafrika endemisch und offenbar für den Menschen 
apathogen. Infektionen mit dem weltweit verbreiteten lymphozytären Choriomeningitis-
Virus (LCMV) verlaufen bei immunkompetenten Personen asymptomatisch oder gehen 
mit milden grippeähnlichen Symptomen einher. Zum Replikationskomplex der Altwelt-
Arenaviren zählen die beiden Genomsegmente sowie das Nukleoprotein (NP), 
Matrixprotein Z und L-Protein (virale Polymerase). Gegenwärtig ist wenig darüber 
bekannt, wie die Komponenten während der Replikation und Transkription miteinander 
interagieren und ob sie auch über Speziesgrenzen hinweg funktionell sind. 
Im ersten Abschnitt der Arbeit sollte die speziesübergreifende Interaktion der 
Replikationskomponenten von LASV, MOPV und LCMV untersucht werden. Dazu wurden 
Replikonsysteme für MOPV und LCMV in Analogie zum bereits publizierten System für 
LASV [79] etabliert. Die Funktionalität und physische Interaktion der Systeme wurde über 
Luciferase-Assay sowie Northern-Blot und Ko-Immunpräzipitation bestimmt. Verglichen 
mit den Replikonsystemen für LASV und LCMV besaß das MOPV-System eine zehnfach 
reduzierte transkriptionelle Aktivität, was auf Eigenschaften des MG und des L-Protein 
zurückgeführt werden konnte. Untersuchungen zur Austauschbarkeit der 
Replikonkomponenten zeigten eine speziesübergreifende Funktionalität aller 
Replikonkomponenten von LASV und MOPV. LASV und MOPV L-Protein waren auch mit 
dem LCMV NP funktionell. Im Gegensatz dazu war für die Aktivität des LCMV L-Proteins 
das homologe NP zwingend nötig. Analysen von LASV/LCMV NP-Chimären identifizierten 
LCMV-spezifische Aminosäurereste im NP (Isoleucin 53 und Positionen 340 bis 558), die 
für die Funktion des LCMV L-Proteins im Replikonkontext essentiell sind. Die fehlende 
funktionelle Kooperation zwischen dem LCMV L-Protein und dem NP von LASV bzw. 
MOPV wurde jedoch nicht durch eine fehlende physische Assoziation der Proteine 
hervorgerufen. 
Die Aktivität der Replikonsysteme von MOPV und LCMV wurde sowohl durch das 
homologe als auch durch alle heterologen Z-Proteine stark inhibiert. Das LASV-System 
wurde nicht durch das LCMV Z-Protein gehemmt. Dieser Effekt konnte auf die fehlende 
funktionelle Kooperation des LCMV Z-Proteins mit dem C-Terminus des LASV NP 
zurückgeführt werden. Daneben wurden homologe und z.T. heterologe physische 
Interaktionen zwischen Z- und L-Protein von LASV, MOPV und LCMV nachgewiesen. Die 
NPs der drei Altwelt-Arenaviren interagierten sowohl speziesspezifisch als auch über 
Speziesgrenzen hinweg. Die Ergebnisse des ersten Teils der Arbeit zeigen das Potential 
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der Komponenten des Replikationskomplexes von Altwelt-Arenaviren zur 
speziesübergreifenden funktionellen und physischen Interaktion. Für die Funktion von 
LCMV L- und Z-Protein sind Interaktionen mit dem homologen NP erforderlich. Im LCMV 
NP konnten zwei Bereiche identifiziert werden, die diese Interaktionen vermitteln und 
Angriffspunkte für neue antivirale Medikamente sein könnten. 
Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde zum ersten Mal ein reverses Genetiksystem zur 
Herstellung rekombinanter MOPV etabliert. Das System basiert auf einer T7-RNA-
Polymerase vermittelten Expression der viralen Proteine und antigenomischen RNA-
Segmente, die als PCR-Fragmente transfiziert wurden. Die Transfektion von PCR-
Fragmenten stellt – im Gegensatz zur Verwendung von vollständigen Plasmiden - eine 
effiziente Methode zur Herstellung rekombinanter Arenaviren mit künstlichen Mutationen 
dar. Mit infektiösen rekombinanten Viren können zukünftig die Ergebnisse aus den 
Replikonanalysen validiert und erweitert werden. 
Insgesamt wurden in dieser Arbeit neue reverse Genetiksysteme zur in vitro und in vivo 
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Aqua dest. destilliertes Wasser 
AS Aminosäure(n) 
ATP Adenosintriphosphat 
BHK Baby-Hamster-Niere (engl. Baby Hamster Kidney) 
bp Basenpaare 
bidest. bidestilliert 
BSA Bovines Serum Albumin 
BSL Biosicherheitsstufe (engl. Bio Safety Level) 
CAT Chloramphenicol-Acetyltransferase 
cDNA Copy DNA (revers transkribierte DNA) 





DMEM Dulbecco’s Modified Eagles’s Medium 
DMSO Dimethylsulfoxid 
DNA Desoxyribonukleinsäure (engl. Desoxyribonucleic Acid) 
dNTPs Desoxyribonukleosidtriphosphate 
ds doppelsträngig (engl. double-stranded) 
DTT Dithiotreitol 
Δ Deletion 
E. coli Escherichia coli 
EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 
ER Endoplasmatisches Retikulum 








FKS Fötales Kälberserum 
G Guanin 
g Gramm; bei x g: Vielfaches der Erdbeschleunigung 
GMEM Glasgow Minimal Essential Medium 
GP  Arenavirus Glykoprotein 






IgG Immunglobulin G 
IGR Intergenregion (engl. Intergenic Region) 
IRES interne ribosomale Bindestelle (engl. Internal Ribosome Entry Site 
JUNV Junin-Virus 
l Liter 
L Arenavirus L-Protein 
LASV Lassa-Virus 







mAB monoklonaler Antikörper 
MACV Machupo-Virus 
max. maximal 
MEM Minimal Essential Medium 
MG Minigenom 
min Minute/n 





mRNA messenger Ribonukleinsäure 
MVA modifiziertes Vaccinia-Virus Ankara 
NEAA nichtessentielle Aminosäuren (engl. Non Essential Amino Acids) 
nm Nanometer 




OD Optische Dichte 
ORF offener Leserahmen (engl. Open Reading Frame) 
p Piko 
PAGE Polyacrylamid Gelelektrophorese 
PBS Phosphate gepufferte Saline (engl. Phosphate Buffered Saline) 
PCR Polymerasekettenreaktion (engl. Polymerase Chain Reaction) 




RdRP RNA-abhängige (dependent) RNA-Polymerase  
Ren-Luc Renilla-Luciferase 




RT-PCR Reverse Transkriptase-Polymerasekettenreaktion 
SABV Sabia-Virus 
SDS Natriumdodecylsulfat (Sodium Dodecyl Sulphate) 
sec Sekunde 











Ü.N. Über Nacht 
UTR Untranslatierte Region 
UV Ultraviolett 
V Volt 








A (Ala) Alanin 
C (Cys) Cystein 
D (Asp) Asparaginsäure 
E (Glu) Glutaminsäure 
F (Phe) Phenylalanin 
G (Gly) Glycin 
H (His) Histidin 
I (Ile) Isoleucin 
K (Lys) Lysin 
L (Leu) Leucin 
M (Met) Methionin 
N (Asn) Asparagin 
P (Pro) Prolin 
Q (Gln) Glutamin 
R (Arg) Arginin 
S (Ser) Serin 
T (Thr) Threonin 
V (Val) Valin 
W (Trp) Tryptophan 




8.3 Synthetische Oligonukleotide 
Polarität der Primer: + kodierender Strang; - nicht kodierender Strang. 
Primer  Sequenz (5’ → 3’ Orientierung) 
Sequenzierprimer   
- MOPV AN 21366-BNI L-RNA 
MO1 AN20410 1-26+ CGCACAGTGGATCCTAGGCAATTTTG 
MO2 AN20410 7271-7247- CGCACAGTGGATCCTAGGCATTGTG 
MO3 AN20410 6749-6727- CCAATGAGAGGTTTAGGCATATC 
MO4 AN20410 6254-6232- AGAATCACTTCCAAAGCTCTGTG 
MO5 AN20410 5731-5709- TGAGTTGGAAGCTGATTCCATAG 
MO6 AN20410 5234-5212- ACTTCCACCATAAGCAGTTAATG 
MO7 AN20410 4753-4731- AGTTACTGCTGGGTGTGCAACAG 
MO8 AN20410 4246-4224- TGAGTCACTACTACCTGGAGATG 
MO9 AN20410 3708-3686- GAGGCACTAACTAAGCAATATAG 
MO10 AN20410 3124-3102- AAATGAGCCTGAGGAATTCCAAG 
MO11 AN20410 2621-2599- CAGCCATCTACTTGTCAGGAGAC 
MO12 AN20410 2093-2071- TAGCCTTATCTACATCACTTGAG 
MO13 AN20410 1559-1537- ATAGATCTTCAATTCCTGAGTCG 
MO14 AN20410 1119-1097- AGAGTTGCACAGACATCTACATG 
MO15 AN20410 6062-6084+ ACACTTAAGAATGAGGAGCCAAG 
MO16 AN20410 5032-5054+ CAACCTATCTGGAGTTTCCTTAG 
MO17 AN20410 4058-4080+ AGAAGTAGTGACTTGAAGCACTG 
MO18 AN20410 2922-2944+ GTGGCTCCTTACACTTAACGTTG 
MO19 AN20410 1860-1882+ TTGATGCTAGGTCACTCATGAAG 
MO20 AN20410 485-507+ AGCTGTTCTCGGAGCACCTACTC 
MO56 pCITE/L1_6946-6970- TCCATCTGGCACCACAAATGGTAGA 
- MOPV AN 21366-BNI S-RNA 
MO21 AN21366 1-23+  GTGGATCCTAGGCTTTTTGGTTG 
MO22 AN21366 489-509+ CCAATATGAGGCAATGTCATGTG 
MO23 AN21366 1073-1095+ ATCAATGATCAACTGGTCATGAG 
MO24 AN21366 2231-2253+ GAGTTCCATTGTCTGAGAGTAGG 
MO25 AN21366 1226-1204- CATTTAGGTATGACCCATTGGTC 
MO26 AN21366 1797-1777- ATTTGAGGATAAGATCTGGGATG 
MO27 AN21366 2411-2388- AGAGGGTTGGCCTTACATAGCATC 
MO28 AN21366 3886-2864- TCGGAGATGGCATTGTTAGAGTG 
MO29 AN21366 3419-3396- GCACAGTGGATCCTAGGCTAATTG 
MO51 NcoI/NP- CTTCTGTTGGACTGACTTTAACTCA 
MO57 Seq/MGMopCAT+ GACAAGGTGCTGATGCCGCTGGCGA 
MO58 Seq/MGMopRen- GAGTTCGTGAAGGTGAAGGGCCTC 
- LCMV L-RNA  
LCMV1 L 1-21+ ATGGATGAAATCATCTCAGA 
ANHANG 
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LCMV2 L 553-573+ AGACTCTGTGAGTCCCTGAAG 
LCMV3 L 1110-1129+ CTATAGTAGTGTGAATGATA 
LCMV4 L 1733-1752+ CAGATGAGGTCTTATACAAT 
LCMV5 L 2310-2329+ TAGCCTAATGGTGTCTTCAT 
LCMV6 L 2901-2920+ TCTAACCAATGATGACATGA 
LCMV7 L 3498-3517+ GTCAATGACTATCAATGTGC 
LCMV8 L 4094-4113+ TGGCTGGGAGGTTCGCTGCA 
LCMV9 L 4704-4724+ ATCATTGATCAAGACACTCCA 
LCMV10 L 5294-5313+ ACATGAGGTGGAGTCCCAGA 
LCMV11 L 6001-6020+ ATAGATAGAAGAATGTTGGA 
LCMV12 L 437-418- TCACAACGACCATCTACTAT 
- LCMV S-RNA  
LCMS 2814+ GAAGTGATGAGTCCTTCACATCCCA 
LCMS 2390- CAGGTGAAGGATGGCCATACATAGC 
LCMS 1920+ AGTCCAGAAGCTTTCTGATGTCATC 
  
Klonierungsprimer  
- Vektor pCITE2a+ mit singulärer MluI-Schnittstelle im Ampicillin Resistenzgen 
MO46 pCITE Amp MluI+ neu GATGTAACCCACGCGTGCACCCAAC; 
MluI-Schnittstelle ist unterstrichen, Mutation ist fett gedruckt 
MO47 pCITE Amp MluI- neu GTTGGGTGCACGCGTGGGTTACATC; 
MluI-Schnittstelle ist unterstrichen, Mutation ist fett gedruckt 
MO49 pCITE EcoRV+ ATCGGATCCGAATTCGAGCTCCGTC 
MO50 pCITE EcoRV (P)- ATCCATATGGGTGGTGGCCATGGTG; 5’-Ende ist phosphoryliert 
- pCITE-Mop-NP  
MO32 NPpCITE+  GAAAAACACGATGATAACACCATGTCCAATTCAAAGGAGGTGAAGTC; 
NP-Gen Startcodon ist fett gedruckt 
MO33 NP XhoI (P)- CGGCTCGAGTTACAGGACAACTCTGGGAGGAC; XhoI-Schnittstelle ist 
unterstrichen, Stop-Codon ist fett gedruckt, 5’-Ende ist phosphoryliert 
MO34 NPpCITE- GACTTCACCTCCTTTGAATTGGACATGGTGTTATCATCGTGTTTTTC; 
NP-Gen Startcodon ist fett gedruckt 
- pCITE-Mop-NP-HA  
MO78 MoNP/50vHincII+ TTACAGGGAACCAACAGACAT 
MO79 MoNP/BamHI- CGCGGATCCCAGGACAACTCTGGGAGGACCTGTTC; BamHI-Schnittstelle 
ist unterstrichen 
- pCITE-Mop-NP-FLAG  
MO91 NP/Bam-FLAG-Stopp- GCCTACTTGTCGTCGTCGTCCTTGTAGTCGGATCCCAGGACAACTCTGG
GAGGA; BamHI-Schnittstelle ist fett gedruckt, Sequenz des FLAG-Tags ist 
unterstrichen, Stop-Codon ist kursiv gedruckt 
MO92 pCITE/Sph-FLAG (P)+ CGATCGACCTGCAGGCATGCAAGCT; SphI-Schnittstelle ist unterstrichen, 
5’-Ende ist phosphoryliert 
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- pCITE-Mop-L  
MO35 L1pCITE Fusi+ CTTTGAAAAACACGATGATAACACCATGGAGGAGTTGCTGTCCGAGAG; 
L-Gen Startcodon ist fett gedruckt 
MO36 L1/SpeI-NotI(P)- (neu) TATAGTTTAGCGGCCGCTGGAATACCTCTGATAGCTGGCAAAC;  
NotI-Schnittstelle ist unterstrichen, 5’-Ende ist phosphoryliert 
MO37 L1pCITE-  CTCTCGGACAGCAACTCCTCCATGGTGTTATCATCGTGTTTTTCAAAG; L-
Gen Startcodon ist fett gedruckt 
MO39 L2/NotI-SpeI (P)+ AATAAGAATGCGGCCGCCGGAGAGAGGATACTTTATTAC; NotI-
Schnittstelle ist unterstrichen, 5’-Ende ist phosphoryliert 
MO40 L2pCITE Fusi-  CAAGCTCGAAATTAACCCTCACTCCCGAGTTCAACAGCACCTGTG; AvaI-
Schnittstelle ist unterstrichen 
MO41 L2pCITE Fusi+ CACAGGTGCTGTTGAACTCGGGAGTGAGGGTTAATTTCGAGCTTG; 
AvaI-Schnittstelle ist unterstrichen 
MO42 L2pCITE NcoI- CATGCCATGGTGTTATCATCGTGTTTTTCAAAG 
MO43 L3pCITE Fusi+ ACAAGCTTGCGGCCGCACTCGGGGAAGAAAAACTGCCTACCTTGGTG; 
AvaI-Schnittstelle ist unterstrichen 
MO44 L3/AscI (P)- TTGGCGCGCCTACTCAATGTCGAGGGGAGGCCCCAC; AscI-Schnittstelle 
ist unterstrichen, Stop-Codon ist fett gedruckt, 5’-Ende ist phosphoryliert 
MO45 L3pCITE Fusi-  CACCAAGGTAGGCAGTTTTTCTTCCCCGAGTGCGGCCGCAAGCTTGT; 
AvaI-Schnittstelle ist unterstrichen 
- pCITE-Mop-L-3xFLAG  
MO108 L/Bam3x FLAG- ATCTTTATAATCACCGTCATGGTCTTTGTAGTCGGATCCCTCAATGTCGA
GGGGAGGC; BamHI-Schnittstelle ist fett gedruckt, FLAG-Tag-Anteil ist 
unterstrichen 
MO109 L/Bam3x FLAG (P)+ CATGACATCGACTACAAGGATGACGATGACAAGTAGGCGCGCCAAAGT
GAGGGTTAATTT; FLAG-Tag-Anteil ist unterstrichen, Stop-Codon ist fett 
gedruckt, AscI-Schnittstelle ist kursiv gedruckt, 5’-Ende ist phosphoryliert 
- pCITE-Mop-Z  
MO65 ZpCITE Fusi+ CTTTGAAAAACACGATGATAACACCATGGGGAAAACGCAGTCCAAGGGA
C; Z-Gen Startcodon ist fett gedruckt 
MO66 ZpCITE Fusi- GTCCCTTGGACTGCGTTTTCCCCATGGTGTTATCATCGTGTTTTTCAAAG
; Z-Gen Startcodon ist fett gedruckt 
MO67 Z (P)- TCAGGGGCTGTAGGGTGGGGGATT; 5’-Ende ist phosphoryliert 
- pCITE-Mop-Z-FLAG/HA  
SS3 MoZ (Tag)- GGATCCGGGGCTGTAGGGTGGGGGATTTTGG; 
BamHI-Schnittstelle ist unterstrichen 
- pMOP-MG  
MO52 MG/XbaI-50ntGPC+ GCTCTAGACCTGTGGCTTCTATAAGCAACCAG; XbaI-Schnittstelle ist 
unterstrichen 




MO54 MG/XbaI-CAT- GCTCTAGATTACGCCCCGCCCTGCCACT; XbaI-Schnittstelle ist 
unterstrichen, Stop-Codon CAT-Gen ist fett gedruckt 
MO55 MG/Renilla+ ATTACTGCTCGTTCTTCAGCACGCGCT; Stop-Codon Renilla-Luciferase-
Gen ist fett gedruckt 
MO59 T7/5UTR- GCTCTAGAAATGCGCAACCAAAAAGCCTAGGATCCC; Sequenz der UTR 
ist kursiv gedruckt, Abweichungen zur LASV UTR sind unterstrichen 
MO60 5UTR/CAT (P)+ ATCTCGaccATGGAGAAAAAAATCACTGGATATAC; Sequenz der UTR ist 
kursiv gedruckt, Abweichungen zur LASV UTR sind unterstrichen, Kozak-
Sequenz mit Start-Codon CAT-Gen ist fett gedruckt, Mutationen zur 
Generierung einer optimalen Kozak-Sequenz sind fett und klein gedruckt, 5’-
Ende ist phosphoryliert 
MO61 Ren/3UTR- TCTGCACCGAAAAGCCTCCAACcATGGCTTCCAAGGTGTACGACCCCGA
; Sequenz der UTR ist kursiv gedruckt, Abweichungen zur LASV UTR sind 
unterstrichen, Kozak-Sequenz mit Start-Codon CAT-Gen ist fett gedruckt, 
Mutationen zur Generierung einer optimalen Kozak-Sequenz sind fett und 
kursiv gedruckt, 5’-Ende ist phosphoryliert 
MO62 3UTR/HDV (P)+ GCTGATTCCAAAGGCGCAATCAATTAGCCTAGGATCCACTGTGCGGGGT
; Sequenz der UTR ist kursiv gedruckt, Abweichungen zur LASV UTR sind 
unterstrichen, 5’-Ende ist phosphoryliert 
- pCITE-LCM-NP  
MO71 NPpCITE Fusi+ TTTGAAAAACACGATGATAACACCATGTCCTTGTCTAAGGAAGTTAAGAG
; NP-Gen Startcodon ist fett gedruckt 
MO72 NPpCITEFusi- CTCTTAACTTCCTTAGACAAGGACATGGTGTTATCATCGTGTTTTTCAAA; 
NP-Gen Startcodon ist fett gedruckt 
Mo87 LCMV-NP (P)- GATCTGCTAGAATGAAGACTAGG; 5’-Ende ist phosphoryliert 
- pCITE-LCM-NP-HA  
LCMV36 NP/v.NsiI (HA)+ CGAGGGAGTATGAAGACAAAGTGTG 
LCMV37 NP/BamHI (HA)- CGGGATCCGAGTGTCACAACATTTGGGCCTCTA; BamHI-Schnittstelle ist 
unterstrichen 
- pCITE-LCM-L  
MO82 LCM LpCITE (P)+ ATAACACCATGGATGAAATCATCTCAGAATTGA; NP-Gen Startcodon ist 
fett gedruckt, 5’-Ende ist phosphoryliert 
MO83 LCMV LpCITE- CATCGTGTTTTTCAAAGGAAAACCA 
MO84 LCMV LpCITE/Not+ CATATGGATATCGGATCCGAATTCGA 
MO85 LCMV LpCITE/Not- ATAGTTTAGCGGCCGCAGAGGGAAAAAGATCTGCTAGAAT; NotI-
Schnittstelle ist unterstrichen 
- pCITE-LCM-L-3xFLAG  
LCMV40 pCITE v.T7+ GCGGGCCTCTTCGCTATTACGCCAG 
LCMV41 pCITEv.T7- (P) ACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGC; 5’-Ende ist phosphoryliert 
LCMV42 L-FLAG -Fusi+ CGGGTCGGTGGCCGAGGACATCGACGGATCCGACTACAAAGACCATGA




LCMV43 L- FLAG -Fusi- CGTCATGGTCTTTGTAGTCGGATCCGTCGATGTCCTCGGCCACCGACCC
G; BamHI-Schnittstelle ist fett gedruckt, FLAG-Tag-Anteil ist unterstrichen 
- pCITE-LCM-Z  
LCM44 LCMZpCITE-Fusi + CTTTGAAAAACACGATGATAACACCATGGGTCAAGGCAAGTCCAGAGAG
G; Z-Gen Startcodon ist fett gedruckt 
LCM45 LCMZpCITE-Fusi- CCTCTCTGGACTTGCCTTGACCCATGGTGTTATCATCGTGTTTTTCAAAG
; Z-Gen Startcodon ist fett gedruckt 
LCM46 LCMZpCITE- (P) AGCTTACTCTTCGTAGGGAGGTGGAGAG; Stop-Codon ist fett gedruckt, 
5’-Ende ist phosphoryliert 
- pCITE-LCM-Z-FLAG/HA  
SS4 LCMVZ (Tag)- GGATCCCTCTTCGTAGGGAGGTGGAGAGCT; BamHI-Schnittstelle ist 
unterstrichen 
- pLCM-MG  
LCMV13 MG Xba-50nt GPC+ GCTCTAGAGTGGTGCATTTAAGGTGCCTGGT; XbaI-Schnittstelle ist 
unterstrichen 
LCMV14 MG 50ntNP (P)- ATTCTGCCACATGACCTAATTTTTAG; 5’-Ende ist phosphoryliert 
LCMV27 T7/5UTR MG- CCAGTTGATCTAGAGGAAAGCGCAATCCAAAAAGCCTAGGATCCCCGGT
G; Sequenz der UTR ist kursiv gedruckt, Abweichung zur LASV UTR sind 
unterstrichen 
LCMV28 5UTR/CAT (P)+ GTGTCAGGCCCTATCCTACAGAAccATGGAGAAAAAAATCACTGGATATA
C; Sequenz der UTR ist kursiv gedruckt, Abweichung zur LASV UTR sind 
unterstrichen, Kozak-Sequenz mit Start-Codon CAT-Gen ist fett gedruckt, 
Mutationen zur Generierung einer optimalen Kozak-Sequenz sind fett und 
klein gedruckt, 5’-Ende ist phosphoryliert 
LCMV29 Ren/3UTR- AGAAACCATTGAGCAACaccATGGCTTCCAAGGTGTACGACCCCGA; 
Sequenz der UTR ist kursiv gedruckt, Abweichung zur LASV UTR sind 
unterstrichen, Kozak-Sequenz mit Start-Codon Renilla-Luciferase-Gen ist fett 
gedruckt, Mutationen zur Generierung einer optimalen Kozak-Sequenz sind 
fett und klein gedruckt, , 5’-Ende ist phosphoryliert 
LCMV30 3UTR/HDZ (P)+ CAAGACAAATGCGCAATCAAATGCCTAGGATCCACTGTGCGGGGT; 
Sequenz der UTR ist kursiv gedruckt, Abweichung zur LASV UTR sind 
unterstrichen, 5’-Ende ist phosphoryliert 
- pCITE-Las-NP-HA  
LaAV1- NP 50 nt vor Pst+ ACACTGTAGTGGACCTTGAAACA 
LaAV2 LaNP -StoppBam- CGCGGATCCCAGGACGACTCTTGGTGTTGATGT; BamHI-Schnittstelle ist 
unterstrichen 
- pCITE-Las-NP-FLAG  
LaAV3 NP-Bam-FLAG-Stopp- GCCTACTTGTCGTCGTCGTCCTTGTAGTCGGATCCCAGGACGACTCTTG
GTGTTG; BamHI-Schnittstelle ist fett gedruckt, Sequenz des FLAG-Tags ist 
unterstrichen, Stop-Codon ist kursiv gedruckt 
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- pCITE-Las-Z-FLAG/HA  
SS5 LaAV Z (tag)- GGATCCGGGTGTGTATGGCGGGGGGTTGGTGGTGT;  
BamHI-Schnittstelle ist unterstrichen  
- LASV/LCMV NP-Chimären und Mutanten 
Die Positionsangaben der Aminosäuren im jeweiligen Nukleoprotein sind den Primernamen zu entnehmen, der 
auch Aufschluss über die NP-Fragment-Grenzen innerhalb der Chimären gibt. Der LCMV-NP-Anteil ist 




La11 1-339/345-569- TGGAGTTACCACTGCCAATTTTCTGAGGTTTCTCGCTTGTGAGATCAATT 
La30 1-293/298-569+ CAACATGTTTGTTTCAGACCAAGTTGGTGAGAGAAACCCCTATGAAAACA 







La27 1-188/193-569- CTTGTACCACATCATTTAAGTCAACCTGTGACTGTTTGGCCATACAAGCC 
La8 1-154/159-569+ GAGAAAGCCTCAGCAGGGTGCAAGTGGAGTGGTAAGAGTCTGGGATGT
GA 























La17 1-192/189-558- CTTGTACAACGTCATTGAGCGGAGTTTGTCCCTGCTTTGTCAGACATGCT 
La4 1-158/155-558+ TCAGGGGTCACAGGCTGGGAGAGATGGTGTGGTAAGAGTTTGGGATGT
GA 
La5 1-158/155-558- TCACATCCCAAACTCTTACCACACCATCTCTCCCAGCCTGTGACCCTGA 
La14 1-121/122-558+ TACAAGAACAGAAAGGCCCTTGAGTTCAGGGGTATATATGGGGAACTTA
A 
La15 1-121/122-558- TTAAGTTCCCCATATATACCCCTGAACTCAAGGGCCTTTCTGTTCTTGTA 
La12 1-60/61-558+ GCTGATGCGCAAACAAAGGAGAGATGACAAAGACCTACAGAGACTCAG
AA 
La13 1-60/61-558- TTCTGAGTCTCTGTAGGTCTTTGTCATCTCTCCTTTGTTTGCGCATCAGC 
La36 1-20/ 21-344+ GACGCAAGCATTGAGAAGAGAATTGTCGGGTTACTGTTCCAATATCAAA
C 
La37 1-20/ 21-344- GTTTGATATTGGAACAGTAACCCGACAATTCTCTTCTCAATGCTTGCGTC 
La34 1-29/ 31-344+ GAGCTTCACATCAGATGTGAAGGCTCAAGTGGTGAAGGACGCTCAAGCT
C 
La35 1-29/ 31-344- GAGCTTGAGCGTCCTTCACCACTTGAGCCTTCACATCTGATGTGAAGCT
C 
La32 1-40/ 41-344+ TAAGGATGCAACCAACCTTCTGAATGGGCTTGACTTCTCTGAGGTCAGC
A 




La43 1-20/21-60- CCTTCACATCTGATGTGAAGCTCTGCAACTCCCTCCTCAGAGATTGTGTC 
La40 1-29/30-60+ GGGTTACTGTTCCAATATCAAACTTGCTGTCATTAAGGATGCAACCAACC 
La41 1-29/30-60- GGTTGGTTGCATCCTTAATGACAGCAAGTTTGATATTGGAACAGTAACCC 
La38 1-40/ 41-60+ GAAGGACGCTCAAGCTCTCTTGCATGGGTTGGACTTCTCTGAGGTCAGC
A 






La46 1-420/414-558+ CTTTTTCAGAGAGCCCACTGATCTCAAACAATTCAAGCAAGATTCCAAGT 












La53 1-512/520-569- GAGGGGTGATCTCTTCTTTGCCACCTTTCTTCTTTTTGTCCCTTACTATT 
La54 1-455/463-569+ GCAGGGGATGGTTCTAAGCTGTCAAGGGTCCGAAGACATAAAGAAGCTT
C 
La55 1-455/463-569- GAAGCTTCTTTATGTCTTCGGACCCTTGACAGCTTAGAACCATCCCCTGC 
La56 1-413/421-569+ CTTTTACAGGGAACCCGTTGATCAAAAACAATTTAAACAAGATGCAAAAT 
La57 1-413/421-569- ATTTTGCATCTTGTTTAAATTGTTTTTGATCAACGGGTTCCCTGTAAAAG 
La58 1-373/381-569+ TTTAAAAGACCTCATGGGAGGAATTGACCCAAATGCCAAGACGTGGATG
G 
La59 1-373/381-569- CCATCCACGTCTTGGCATTTGGGTCAATTCCTCCCATGAGGTCTTTTAAA 
La60 LCMV I53L+ AATGTTCAGAGGCTGATGAGGAAGGAA 
La61 LCMV I53L- TTCCTTCCTCATCAGCCTCTGAACATT 
La62 LCMV E57Q+ ATCATGAGGAAGCAAAAGAGAGATGAT 
La63 LCMV E57Q- ATCATCTCTCTTTTGCTTCCTCATGAT 
La64 LCMV K58R+ ATGAGGAAGGAAAGGAGAGATGATAGT 
La65 LCMV K58R- ACTATCATCTCTCCTTTCCTTCCTCAT 
La66 LCMV I53L/E57Q+ AATGTTCAGAGGCTGATGAGGAAGCAAAAGAGAGATGAT 
La67 LCMV I53L/E57Q- ATCATCTCTCTTTTGCTTCCTCATCAGCCTCTGAACATT 
La68 LCMV I53L/K58R+ AATGTTCAGAGGCTGATGAGGAAGGAAAGGAGAGATGATAGT 
La69 LCMV I53L/K58R- ACTATCATCTCTCCTTTCCTTCCTCATCAGCCTCTGAACATT 
La70 LCMV E57Q/K58R+ ATCATGAGGAAGCAAAGGAGAGATGATAGT 




La73 LCMV I53L/E57Q/K58R- ACTATCATCTCTCCTTTGCTTCCTCATCAGCCTCTGAACATT 
  
Allgemeine Primer  
MO_S_2386+ GATCGATGTTCTTGATGCTATG 
MO_S_2610- GTGAAAGCTGGTGCTTGTCTA 




MO38 pCITE 667+ AGTGAGGGTTAATTTCGAGCTTG 
MO68 auth 3UTREnde- CGCACAGTGGATCCTAGGCTAATTGA 
MO92 pCITESph-Flag (P)+ CGATCGACCTGCAGGCATGCAAGCT 
LCMV35 auth 3UTREnde- CGCACAGTGGATCCTAGGCATTTGA 
LAS-AV 3400_ CGCACAGTGGATCCTAGGCTATTGGA 
SS1 Flag/pCITE (P)+ GACTACAAGGACGACGACGACAAGTAGGCTTCCTCGCTCACTGACTCG
C; FLAG-Tag-Sequenz ist unterstrichen, Stop-Codon ist fett gedruckt; 5’-
Ende ist phosphoryliert 
SS2 HA/pCITE (P)+ TACCCGTACGACGTCCCGGACTACGCGTAGGCTTCCTCGCTCACTGACT
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